UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

TESIS DOCTORAL
Desarrollo de modelos experimentales murinos para la

evaluacion preclinica de nuevos tratamientos en tumores
hematologicos

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Maria Alejandra Ortiz Ruiz

Directores

Maria Linares Gomez
Miguel Gallardo Delgado
Joaquin Martinez Lopez

Madrid

© Maria Alejandra Ortiz Ruiz, 2021



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

TESIS DOCTORAL

DESARROLLO DE MODELOS EXPERIMENTALES MURINOS PARA LA
EVALUACION PRECLINICA DE NUEVOS TRATAMIENTOS EN TUMORES
HEMATOLOGICOS

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Maria Alejandra Ortiz Ruiz

DIRECTOR

Maria Linares Gémez
Miguel Gallardo Delgado
Joaquin Martinez Lépez






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

TESIS DOCTORAL

DESARROLLO DE MODELOS EXPERIMENTALES MURINOS PARA LA
EVALUACION PRECLINICA DE NUEVOS TRATAMIENTOS EN TUMORES
HEMATOLOGICOS

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Maria Alejandra Ortiz Ruiz

Directores

Maria Linares Gomez
Miguel Gallardo Delgado
Joaquin Martinez Lopez

Madrid, 2021

© Maria Alejandra Ortiz









“El conocimiento empieza en el asombro”

Socrates

“;Sapere aude!”

Immanuel Kant






La presente tesis doctoral es el fruto del trabajo y del empefio de muchas personas

a las que admiro y agradezco enormemente.

En primer lugar, queria agradecer a mis directores de tesis, la Dra. Maria Linares
Gomez, el Dr. Miguel Gallardo Delgado y el Dr. Joaquin Martinez Lopez. Os agradezco
muchisimo haberme dado la posibilidad de desarrollar mi investigacion bajo vuestra
supervision y, por supuesto, por creer en mi. Habéis sido unos magnificos referentes y ha
sido un honor contar con vuestro apoyo tanto profesional como personal para

desarrollarme en el aprendizaje de la investigacion contra el cancer.

En segundo lugar, pero no por importancia, queria agradecer a Fundacion CRIS
contra el cancer y en especial, a los pacientes, por depositar su confianza en la
investigacion. Me gustaria hacer una mencién especial a todos los ratones que han
formado parte de esta Tesis, ya que sin ellos no hubiera sido posible mi crecimiento como

veterinaria.

Ademas, queria agradecer a todos aquellos que han contribuido a mi formacion y
a mi crecimiento como persona en estos Gltimos 5 afos. Este tercer agradecimiento esta
dirigido tanto al personal del Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO)
como al servicio de Hematologia del Hospital 12 de Octubre. Gracias en especial a
MariLuz, la mejor compariera de camino de Tesis que podria haber tenido, has sido muy
importante para mi. También lo han sido mis compis Alba, Pedro, Isa, Esther, Yanira,
Ale, Lucia, Antonio, Almu, Vane, Lauras, Michel...asi como grandes médicos y personas,
como Rosa y Teresa Cedena; y mis inestimables comparieros de pecera Richard y Paqui.
Cada uno de vosotros habéis contribuido a mi formacion y felicidad en distintas formas
y medidas. Os llevo a todos en el corazdn y podria escribir un libro con todo lo que os
agradezco haber formado parte de estos afios. Otro agradecimiento especial es para mi
tutor de tesis, el Dr. José Maria Bautista, y a todo el personal administrativo de la escuela
de doctorado, en la Facultad de Veterinaria y en el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, por vuestra tutoria y por ayudarme a nivel administrativo durante
todo este periodo. Ademas, me gustaria agradecer a todos los revisores y a los miembros

del tribunal de tesis por demostrar interés en mi trabajo y por vuestra disponibilidad.

El reconocimiento mas emotivo es para mi familia y amigos. Vuestro apoyo
incondicional ha sido una pieza clave para mi durante todo este tiempo y sin vosotros no

hubiera sido posible llegar hasta este momento en buenas condiciones psiquicas.



Y, por supuesto, a ti, David, mi marido, mi mejor apoyo, mi cémplice, mi vida,
mi todo. Aungue no hay universo suficiente para agradecerte todo lo que te mereces y
devolverte todos los “ya voy”, millones de gracias por estar ahi siempre, por ser
incondicional y por los frutos que creamos con nuestra felicidad. Toda una vida para estar

agradecida de tener la suerte de tenerte.

Por Gltimo, agradezco a todas las personas que consideren leer este trabajo como

una referencia en el campo, aungue sea solo en parte, y espero que lo disfruten.









indice

INDICE:



indice




indice

1. RESUMEN/SUMMARY ....cviiruiinrinsninsneissesssesssesssesssssssesssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssss 1
2. INTRODUCCION .....uuirinininiisinisssiscssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 9
2.1. SITUACION ACTUAL DEL MIELOMA MULTIPLE ..ottt 11
2.1.0. ANEECEABNLES ...ttt 11

D B oo (=1 11 [o] (oo | o B USSR 12
2.1.3. DSAIrollo del MM ........ccc.ooeueiiiieieieeeeee ettt 13
2004 ClINICA ..ottt ettt 16
2.1.5. FACLOreS 0@ FIESGO c......eeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e ettt e e e e e ettt aaaeeesssassasaaaeessssssnens 25
2.1.6. TIOEAMUENTOS. .....eeviiiiiieeieiie ettt ettt sttt st e s s ee s 27
2.1.7. Modelos experimentales MUIINOS .............c..ceeecueeeeceeeeesiieeeecieeesciaeeeeseeeessraeaeseenens 30

2.2. METABOLISMO Y BIOGENESIS MITOCONDRIAL EN TUMORES HEMATOLOGICOS............. 32
2.2.1. Generalidades del metabolisSmo en CANCer ..............ccccceevveeeceirseeneieieeee e 32
2.2.2. LA MitOCONAIIQ €N CANCEN .......ccoueeeieiaeeeiee ettt 34
2.2.3. Patogénesis del metaboliSmo €n MM...............oeeeeceeeeesciiieeeiieeeeiieeeesieeescaeeesaaeens 37
2.2.4. MYC: Marcador biol0giCOo €N MM ..............ueeeeieeeeeieeieeeeeesecieeeaeeeeesceteeaaaaeeesssenes 40

3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO ....uveceeerreererseraesessessesssssesessessesssssssessessessessssessensessesesesssssesesses 43
70t T 10 =] 1R 46
3.2, OBIETIVOS .nteenteenteeneesieesite st et et et e st e st e bt e n e e ate st e smeesre e bt ess e eateebeesb e e ne e reeanesanesaeenreenneenneeas 46

4. MATERIALES Y IMETODOS .....ceoveerrereereeseesessesssssesessesssssssessessessesssssssessessessssessessessssessessesssses 47
A1 IMATERIALES <.ttt ettt e e ettt sbe e n et e st s ee e s b e e b e e bt e nesanesmeesreenbeenneemneenaesneenneenneen 49
4.1.1. LiN@QAS COIUIAIES ..o 49
4.1.2. PIASIMUGOS. ...ttt sttt 49
4.1.3. Sondas Tagman y oligoNUCIEOLtIAOS. .............ceeeeeeeecrieieeeeeeccceeeee et 50
o Y Lo (oY =T g o To XS PP P PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPRY 51
4.1.5. S50NAAS MOIECUIAIES. ........eoeieiieieeeeee et 52
4.1.6. ENzima CitOCrOMO € OXiASA. .......ccccueerueerieeiiieeieeeieeeiee ettt 53
4.0.7. FOIMOCOS. ...ttt ettt satesnt e ene e 53

8.2, IMETODOS ...oorvunriniiaieeiseeitasesse sttt 56
4.2.1. Obtencidon y procesamiento de células primarias. ..............ccoeueeeeeeeseeviveeeseeesesinnnns 56

4.2.2. Cultivo de lineas celulares, generacion de resistentes y generacion JIN3-ffLuc-GFP.56
4.2.3. Andlisis de la expresion de genes mitocondriales: repositorio COMMPASS y
CONEVOIVE. ...ttt ettt et s sttt e st e st e sne e st e saneenanees 58
4.2.4. EXtraccion de ADN Y ARN. ..........eeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e ettt e e e e e ettt aaaa e e e e s sasanees 59
4.2.5. PCR a tiempo real (RT-PCR), PCR de trascripcion reversa (RT-PCR) y PCR cuantitativa
A tI@MPO FEAI (GRT-PCR). .ottt et e e e ettt e e et a e et aeesasteaesasaeasassaaenssssaeenssenann 59

4.2.6. EXErACCION @ PrOtEINGS. ...cccceeeeeieeeeeeeeeeeeee et e e e ettt e e e e e ettt aa e e e e s sasanees 62



indice

4.2.7. Separacion de proteinas por electroforesis (Western BIOt). ..........cccceeeecveeeecivvnanann. 62
4.2.8. Determinacion de los niveles de COXIl por Inmunohistoquimica. .............c..ccccccuuunee. 63

4.2.9. Medicidn de la actividad enzimdtica del complejo 1V de la cadena respiratoria

(citocromo c oxidasa): histoénzimatica de COX (HE-COX). ....uuureeurereesiieeeecieeescieeeeceeeesieaaesvaeaens 64
4.2.10. CItometrial de fIUJO. ........oeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e et a e e e e e s 64

4.2.11. Medicion de la tasa de consumo de oxigeno mediante Seahorse........................... 65

4.2.12. Ensayos citotoxicidad (dOSiS-reSPUESTQA).........cc.veeeeevuveeeeiiiaeesiiieeesieieesiieeeesiieneeninns 66

4.2.13. Estudio de las sinergias entre fArmacos.............cccovueueeeeeesiiiieeeeeeeeeciiiieeeeeeeeessssenens 67

4.2.14. Generacion de un modelo animal de MM humano. ............ccccoeevuveevsciveeessienenannnnn. 67

4.2.15. ANGIISIS @SEAAISLICO. ....vveeeeesiiiieieesiieeeitestee ettt s st s st ste e st e steasseenans 70

5. RESULTADOS ....cootiiirinnreriinissssssnneesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 71
5.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA MITOCONDRIAL. ....oveteeeeeteeeeeeeee et 73

5.1.1. Estudio de genes y firmas moleculares relacionados con la mitocondria.

Caracterizacion fenotipica MitOCONAIIQ. ...........ccoecueeeeeiiieeesie et eeectee e seee e e sa e e srtaaesneeaeens 73
5.1.2. Estudio de la subunidad Il de la citocromo c oxidasa (COXII).........ccccovueeeeevveeannen.. 81

5.1.3. Estudio de la actividad de la enzima citocromo c oxidasa (COX) ........cccveeevvveennen.. 82

5.1.4. Estudio del potencial de membrana y carga mitocondrial..............ccccccovveeevvveennnnnn. 83

5.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL COMO DIANA TERAPEUTICA ......ocvevenennes 85
5.2.1. Caracterizacion del modelo celular para su eStudio .............ccceeeeeeeececviuveeeseeesieinnens 85

5.2.2. Evaluacion de la inhibicion mitocondrial como diana terapéutica: ensayos de
viabilidad con el inhibidor tiGeCICIING .............cc.uueeeceeeeeeieeeeeee et e s ee e e stea e e sataaesraeaeaas 88
5.2.3. Validacion del efecto mitocondrial producido por el inhibidor tigeciclina................ 90

5.2.4. Evaluacion de la inhibicion mitocondrial: caracterizacion del carfilzomib (inhibidor

Lo (=TI oY =To XY 1 Lo ) F S 97
5.2.5. Efecto de la inhibicidon mitocondrial en la resistencia a bortezomib......................... 98
5.2.6. Efecto de la inhibicidon de c-Myc sobre la reprogramacion mitocondrial................ 102
5.2.7. Estudio del efecto de la tigeciclina sobre el receptor CD38............cceeevuveeecvvneennns 107

5.2.8. Estudio del mecanismo molecular responsable de la citotoxicidad de la tigeciclina

JogTto [ [olo [oX e Yo @ol=l (V] Lo K =) {=or (o] o Ky USRS 113
5.3 ESTUDIO EX VIV ...ttt ettt ettt e e e ettt e e e e e et e e e e e e e e 119

5.4 ESTUDIO IN VIV ..ottt sttt ettt s s sreenreene e 121
5.4.1. BiOIUMINISCONCIQ .....cceeeeeeieieeeeeeeeee ettt 121

5.4.2. CUIVQ de SUPEIVIVENCIQ ....ccveeeeeieeieae e eeetctteaa e e ee ettt e e e e e e sssaasaaaaaeeaaans 121

6. DISCUSION......cortimirinirincsinssisssisssssssssssssssssssssssas st ss s st sssassssassssassssassssassssasssssssssas 126

6.1. ELEVADA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL EN EL DESARROLLO Y PROGRESION DEL MIELOMA
IVIULTIPLE . .ttt ettt ettt et et e et e et et et eeeeee et eeeeee et eeeeeeeeeeeee e eseeeeneeueeeeneeseeeeeeneseeneenenaetereneeaeeneneeeene 128



indice

6.2. LA INHIBICION MITOCONDRIAL ES UN MECANISMO DE CITOTOXICIDAD EN EL MIELOMA
MULTIPLE. EFICACIA DE LA TIGECICLINA EN MONOTERAPIA Y EN COMBINACION CON BORTEZOMIB.

6.2.1. Inhibicion de la actividad mitocondrial del Mieloma Multiple in vitro.................... 132
6.2.2. Citotoxicidad ex vivo del inhibidor mitocondrial, tigeciclina, en células primarias de
oo ol =3 o F X=X 3ol ¢ I L7 1L/ PPNt 138

6.2.3. Reduccion de la carga tumoral de MM in vivo con tigeciclina en monoterapia y en

€oMDbINACiON CON DOMtEZOMIB...........ccoueieiiiiiiee ettt 139
7. CONCLUSIONES .......uuiiiiiiiiiieiiiiiiiiireaseiiisiirrsassssssssssrsssssssssssssrrsassssssssssssesssssssssssssessnnanes 144

8. BIBLIOGRAFIA ......cucuetrtrretereessstssesesessssstssssssessssssssssssessssssssssssssesssssesssssenssssssssssssssssssssans 148

9. LISTADO TABLAS......uutiiiitttiiiitteiiiineeisistesssssseessssssssssssseessssssesssssssesssssssessssssesssssssesssssnnes 160
10. LISTADO FIGURAS ........ooiittiieiiiiiiiireeeiiisirrrsasssssssssesssssssssssssrsasssssssssssessssssssssssseesnnnnes 162
11. ABREVIATURAS......cutiiiiititieiiinnrrreeeiss st saaasssss s s e s aassssssss s s s s asssssssssssessssssssssssseennnnnes 168
12, ANEXOS ...oouveiiiiinneeiiisneeiiisneeiiiseessssseessissssesssssseesssssnesssssseessssssssssssssesssssssesssssssessssssesssns 172
12.1. ANEXO 1. TABLA DE PACIENTES ..eeteiiureeeesrrieisireresirteessreeessnreeesasnseessnaeesssssasesanneessssnasessanns 173

12.2. ANEXO 2. ARTICULOS CIENTIFICOS .. itiieieieieieiiieeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeseneeseseeesesesesesens 176



indice




Resumen

1. RESUMEN/SUMMARY



Resumen




Resumen

DESARROLLO DE MODELOS EXPERIMENTALES MURINOS PARA LA
EVALUACION PRECLINICA DE NUEVOS TRATAMIENTOS EN TUMORES
HEMATOLOGICOS

Introduccién

El mieloma multiple es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la
acumulacion de las células plasmaticas en médula 6sea. Representa el 1% de todos los
canceres y su prevalencia se ve agravada por el envejecimiento de la poblacion. A pesar
del desarrollo de nuevos tratamientos en los ultimos afios, el mieloma multiple permanece
como una enfermedad incurable, ya que la mayoria de los pacientes acaban progresando
y desarrollando resistencias a los farmacos. La mitocondria juega un papel clave en el
desarrollo y adquisicion de un fenotipo maligno en neoplasias hematoldgicas, asi como
en la resistencia a terapias; sin embargo, su rol en la patogénesis del mieloma multiple
permanece inexplorado. Ademas, las células cancerigenas muestran determinados
cambios metabolicos en su desarrollo, potencialmente como resultado de la desregulacién
de oncogenes. En mieloma multiple existen alteraciones cromosémicas recurrentes que
pueden derivar en la expresion aberrante de oncogenes como MYC (p.ej.
translocaciones). Los cambios metabolicos que ocurren en pacientes con mieloma
maultiple se ven afectados directamente por las tratamientos, lo que sugiere la posibilidad
intervenir para mejorar las terapias anti-mieloma aprovechando las vias metabolicas que

se encuentran alteradas.

Objetivos y resultados

Con el objetivo de estudiar la implicacion de la actividad mitocondrial en el
desarrollo, progresion y resistencia a los tratamientos en el mieloma multiple se ha
caracterizado la funcion mitocondrial a nivel génico, proteico y funcional en pacientes en
distintos estadios de la enfermedad, incluyendo los estadios pre-malignos: gammapatia
monoclonal de significado incierto (GMSI) y el mieloma smoldering (SM). Para

profundizar en la posibilidad de actuar a nivel de actividad mitocondrial y mejorar la
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respuesta a los tratamientos, evitando la progresion maligna y el desarrollo de resistencias
a los farmacos habituales, se ha analizado la eficacia de uso del inhibidor mitocondrial,
tigeciclina tanto en monoterapia, como en combinacion con la primera linea de
tratamiento para mieloma multiple, bortezomib. Estos estudios se han llevado a cabo tanto
en un modelo celular representativo de alta actividad mitocondrial, pasando por el estudio
ex vivo en células primarias de pacientes, y finalmente en un modelo animal especifico
gue mimetiza el mieloma y su capacidad de respuesta a los tratamientos. En esta tesis
doctoral, se ha podido constatar que la reprogramacion metabdlica que ocurre en la
progresion del MM vy en respuesta a tratamientos con inhibidores del proteasoma (IP)
supone una diana terapéutica mediante el uso de inhibidores mitocondriales. Los datos
obtenidos han demostrado que existe un aumento de la carga mitocondrial segun la
enfermedad progresa, correlaciondndose con una supervivencia libre de progresion mas
corta. Durante la progresion del MM y/o el tratamiento con IP se produce un aumento de
CD38 que estimula el contenido mitocondrial con la participacion de c-Myc, que en
ultima instancia promueve la actividad de la fosforilacion oxidativa. A nivel in vitro € in
vivo se ha reportado una prometedora eficacia y citotoxicidad del inhibidor mitocondrial
tigeciclina, tanto en monoterapia como en combinacion con la primera linea de

tratamiento del mieloma mdltiple, bortezomib.

Conclusiones

Los resultados recogidos en esta tesis doctoral reflejan que los pacientes con
estadios previos del mieloma multiple, es decir, los estadios pre-malignos gammapatia
monoclonal de significado incierto y el mieloma smoldering, presentan una reducida
actividad mitocondrial que se ve elevada segun progresa la enfermedad, y de forma mas
dréastica segun recaen y se hacen resistentes a los tratamientos recibidos. Por otro lado, el
uso de la tigeciclina sola o en combinacién con bortezomib surge como una nueva
alternativa terapéutica dirigida a la dependencia de la fosforilacion oxidativa en esta

enfermedad.

En conjunto, los hallazgos han demostrado como la reprogramacién metabolica a

nivel mitocondrial aflora como una causa en la transformacion del MM y en la progresion
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de la enfermedad, y que ademas viene estimulado por los tratamientos con IP, lo que

supone la eficacia de terapias dirigidas hacia estas nuevas vulnerabilidades.
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DEVELOPMENT OF MICE MODELS FOR THE PRECLINIC ASSESSMENT
OF NOVEL TREATMENTS IN HEMATOLOGIC MALIGNANCIES

Introduction

Multiple myeloma is a hematological malignancy characterized for the
accumulation of plasma cells in the bone marrow. It accounts for 1% of all cancers and
the prevalence continues to increase due to the ageing population. Despite the progress in
novel therapies over the last years, multiple myeloma still remains an incurable disease,
because most of the patients progress and develop drug resistances. Mitochondria plays
a key role in the development and acquisition of a malignant phenotype in hematological
cancers, as well as resistance to therapies; however, is still unknown the role played in
the pathogenesis of multiple myeloma. Moreover, growing cancer cells show certain
metabolic features resultant of oncogenes dysregulation. In multiple myeloma many of
the recurrent chromosomal alterations result in the aberrant expression of oncogenes such
as MYC (e.g. translocations). Metabolic changes that occur in patients with multiple
myeloma are directly affected by therapies, which suggests the possibility to interfere

anti-myeloma therapies exploiting altered metabolic pathways.

Aims and results

The aim to study mitochondrial activity involvement in development, progression
and drugs resistance in multiple myeloma has been assessed by characterizing
mitochondrial function through distinct approaches, genetic, proteomic and functional, in
patients at different stages of the disease, including those premalignant stages monoclonal
gammopathy of uncertain significance (MGUS) and smouldering myeloma (SM). To
deeply understand the possibility to enhance response to treatments at mitochondrial
function by avoiding malignant progression and drug resistance development, an efficacy
analysis of the mitochondrial inhibitor tigecycline alone or in combination with the first
line drug use in myeloma, bortezomib was performed. All these studies were conducted

within a cellular model featuring high mitochondrial activity, with the ex vivo study of
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primary myeloma cells, and finally through a specific animal model that mimics myeloma
and the ability to response to treatments. In this doctoral thesis, it was stablished that
metabolic reprogramming occurs in MM progression and in response to proteasome
inhibitor (PI) treatment and can be therapeutically targeted with the exposure to
mitochondrial inhibitors. The data obtained demonstrate an increase in mitochondrial
load as MM disease progresses, correlating with shorter progression-free survival. The
increase in CD38 expression during MM progression and Pl treatment boosts the
mitochondrial content with the participation of c-Myc, ultimately inducing oxidative
phosphorylation activity. /n vitro and in vivo therapeutic targeting using the mitochondrial
inhibitor tigecycline showed promising efficacy and cytotoxicity in monotherapy and in
combination with the MM frontline treatment bortezomib.

Conclusions

The results reported in this doctoral thesis reflect that patients at premalignant
stages of the disease, monoclonal gammopathy of uncertain significance and smouldering
myeloma, represent reduce mitochondrial activity that appears increase along the disease
progresses, and more dramatic as patients relapse and become resistant to treatments. On
the other hand, tigecycline used alone or in combination with bortezomib emerges as a
novel therapeutic alternative aimed at oxidative phosphorylation dependency in this

disease.

Overall, these findings demonstrate how mitochondrial metabolic reprogramming
emerges in MM transformation and disease progression, and is enhanced by P1 treatment,

and the efficacy of therapies targeting these novel vulnerabilities.
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2.1. SITUACION ACTUAL DEL MIELOMA MULTIPLE

2.1.1. Antecedentes

El mieloma mdltiple (MM), mielomatosis, mieloma de células plasmaticas o
enfermedad de Kahler es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la acumulacién
de células plasmaticas (CP) malignas terminalmente diferenciadas en médula 6sea (MO);
y por la aparicion de proteina monoclonal (proteina M o paraproteina) en suero y/o en
orina (1). La proliferacion clonal de las células plasmaticas es una caracteristica comdn
de un grupo de enfermedades Ilamadas gammapatias monoclonales o discrasias de células
plasmaticas (2). A diferencia de otras neoplasias hematoldgicas, generalmente el MM esta
precedido por una condicion pre-maligna y asintomatica que progresa con la edad llamada
gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI). A veces, entre esta condicion y
el MM se identifica un estadio intermedio llamado mieloma smoldering o mieloma
quiescente (SM) (3).

La proliferacion de CP en médula 6sea provoca una menor presencia de otros tipos
celulares al desplazar a las células productoras de células sanguineas normales, causando
recuentos bajos de células sanguineas, produciendo anemias, trombocitopenias y
leucopenias. Ademas, otros tipos celulares se ven afectados, como son los osteoclastos y
osteoblastos, de forma que se bloquea la actividad de osteoblastos y se estimula la de los
osteoclastos provocando la destruccion del tejido 6seo y consiguiente debilitamiento 6seo

a nivel clinico (4).

Por otro lado, las células plasmaticas producen una proteina anormal (anticuerpo)
también llamada inmunoglobulina (Ig) monoclonal, proteina monoclonal (proteina M),
pico M o paraproteina (generalmente 1gG o IgA), que puede estar constituida por solo
cadenas ligeras (kappa o lambda) o raramente por cadenas pesadas. El exceso de esta
proteina se secreta en la sangre y/o en orina. Generalmente, el aumento de proteinas en
sangre (hiperproteinemia) suele estar relacionado con el aumento de las
inmunoglobulinas, que al ser gammaglobulinas se considera como
hipergammaglobulinemia. Sin embargo, en ocasiones, si la paraproteina es de cadena
ligera se producird hipogammaglobulinemia, y esta sélo va a ser detectada en la orina y

no en el suero (5).
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Fue en la década de 1840 cuando se empezd a describir por primera vez el
mieloma multiple. Segun recoge Kyle en su revision de 2011, fue el cirujano Samuel
Solly quién reporto el primer caso documentado de una paciente con fatiga y dolor severo
de espalda. Posteriormente, el mejor caso conocido es el de Thomas Alexander McBean
quien presentaba debilitamiento 6seo y excretaba altas cantidades de proteina. Gracias a
este caso fue Henry Bence Jones quien ayudo a describir la proteinuria encontrada, por lo
que a dia de hoy se conoce como proteinuria Bence-Jones (6).

A pesar de estos primeros casos bien documentados, es cierto que existen
hallazgos que atestiguan la presentacion de mieloma desde hace miles de afios, ejemplos
de ello se encuentran desde el antiguo Egipto (3200 A.C.)(7) a Alemania (1400-1800
D.C.)(8), y proponiéndose el origen del mieloma en el mesozoico, sin embargo, ha de

tenerse cautela a la hora de evaluar especimenes antiguos (9).

En el caso de la medicina veterinaria también se ha podido describir la
presentacion de mieloma multiple tanto en especies domésticas como no domésticas. En
especies salvajes mantenidas en cautividad como tigres, leones o jaguares se ha reportado
hipergammaglobulinemia y proteinuria Bence-Jones (10). Respecto a los animales
domésticos, se ha descrito que el mieloma multiple representa cerca del 1% de todos los
tumores en el perro, mientras que en el gato es menor del 0.0012% (11). En el caballo
hay varios casos que lo describen, sin embargo, a dia de hoy su prevalencia se desconoce
(12).

2.1.2. Epidemiologia

Es uno de los tumores hematoldgicos mas comunes junto con el linfoma y las
leucemias, representando el 1.8% de todos los nuevos casos de cancer en Estados Unidos
(13). A nivel global se observa una mayor incidencia en todos los paises mas
desarrollados como Estados Unidos, Europa Occidental y Australia (4). Ademas, un
estudio entre 1990 y 2016 ha demostrado un incremento de los casos de MM en un 126%

(1). Estos datos sugieren que el crecimiento de la incidencia se debe tanto a la
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disponibilidad de mejores técnicas diagndsticas como un mayor conocimiento clinico de

la enfermedad.

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, multiple myeloma, both sexes, all ages
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Figura 1. Incidencia global de Mieloma multiple en 2020. La incidencia de mieloma multiple varia entre
paises, siendo mas elevada en los paises mas desarrollados como en Norteamérica y Europa Occidental. Reproducido
con permiso de Ferlay J, Ervik M, Lam F, Colombet M, Mery L, Piieros M, Znaor A, Soerjomataram I, Bray F (2020).
Global Cancer Observatory: Cancer Today. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer. Available

from: https://gco.iarc.fr/today, accessed [04/02/2020].

Ademas, se produce fundamentalmente en personas mayores, con una media de
edad al diagnostico de 69 afios (14), siendo en los hombres mas prevalente que en las
mujeres, 8.8 frente a 5.7 casos por cada 100.000 habitantes, respectivamente.

2.1.3. Desarrollo del MM

El mieloma se caracteriza por la expansion clonal de células plasmaticas malignas.
Se ha sugerido que la enfermedad surge de células B de centros post-germinales debido
a que las secuencias de inmunoglobulinas se encuentran hipermutadas en las células
plasmaéticas y permanecen constantes a lo largo de todo el curso clinico de la enfermedad
(15). Sin embargo, con la aparicion de la secuenciacién masiva, en los Gltimos afios se ha
visto que realmente no existe un clon predominante en el desarrollo de la enfermedad, si

no que se produce una evolucion clonal de las CP (4).
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Para entender el desarrollo del MM es necesario ahondar en el conocimiento sobre
el desarrollo de las células B y la biologia de la célula plasmatica en mamiferos.
Numerosos estudios han sugerido que varias poblaciones de células B son clones
relacionados con la malignizacion de la célula plasmatica (16). Se conoce que el
desarrollo temprano de las células B a partir de las células madre hematopoyéticas ocurre
en el higado fetal en la época prenatal, para posteriormente trasladarse a la médula dsea
para el resto de la vida adulta (17). Las células madre hematopoyéticas se diferencian
entre otros tipos celulares en células B maduras a través de estadios pre-pro-B, pro-B,
pre-B, B inmaduras y células B transitorias. Lo primero que ocurre durante el desarrollo
de las células B es el reordenamiento génico de las cadenas pesadas de la Ig. Después de
producirse en la médula dsea, las células B inmaduras migran al bazo, donde seguiran
con el proceso de diferenciacion hacia los estadios de célula B de transicion (18); de forma
que tras varias rondas de diferenciacion tanto en érganos linfoides secundarios como en

médula dsea se convertiran en células plasméticas (4).

Las células B son el centro del sistema inmunitario adaptativo humoral y son
responsables de producir Ig especificas de antigenos. La funcion de las células B en la
produccion de anticuerpos fue reportada en 1956 por Bruce Glick y Timothy Chang como
resultado de la supresion de la produccién de anticuerpos al bursectomizar pollos. De esta
forma se concluyo que en la bolsa de Fabricio de las aves existen células B (bursa)

encargadas de la produccion de anticuerpos (19).

Ante un estimulo antigenico se produce la proliferacion de celulas B maduras en
la zona marginal del bazo para inicialmente diferenciarse en células plasmaéticas de vida
corta (short-lived PCs) que secretan IgM de baja afinidad. Posteriormente células T de
ayuda (en inglés, Thelper) promueven la proliferacion de células B, su maduracion y
recombinacion en el centro germinal, para finalmente producir células plasmaticas
secretoras de anticuerpos de alta afinidad. Las células plasmaticas migran a médula 6sea
donde sobreviven durante largos periodos de tiempo (20). Se ha sugerido que la
presentacion de eventos genéticos primarios como translocaciones, que involucran
oncogenes especificos, confieren a la célula plasmatica una ventaja proliferativa que

puede desembocar en el desarrollo de estadios patologicos como son GMSI, SM y MM

(4).
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Figura 2. El desarrollo de las gammapatias monoclonales. El desarrollo de mieloma multiple es un proceso
con multiples pasos, empezando por estadios precursores de la enfermedad como la GMSI y el SM. A pesar de que
GMSI, SM y el MM a nivel clinico estén bien definidos, se encuentran numerosas similitudes biologicas entre estos
estadios de la enfermedad. El MM puede progresar a enfermedades independientes de la médula dsea, como el mieloma
extramedular o la leucemia de células plasmaticas. Translocaciones cromosomicas que afectan a los genes de la
inmunoglobulina de cadena pesada (IGH) y aneuploidia (con hiperdiploidia como la entidad mds frecuente) son
eventos genéticos primarios que se incluyen en el desarrollo de GSMI, SM y MM. Extraido y adaptado de Kumar y

colaboradores (4).

El riesgo de la transicion de GMSI a mieloma activo es muy bajo; solamente
ocurre en un 1% de casos al afio. Incluso si las células del mieloma estan en un nivel mas
alto (10-30% de la médula total), el crecimiento de estas células puede ser muy lento y
representar un mieloma indolente o asintomatico. Si bien es cierto que la progresion de
SM de alto riesgo representa una tasa del 10% al afio en los cinco primeros afos. La
evolucion puede ser muy lenta a lo largo de los afios y no requerir tratamiento activo.
Incluso pacientes con GMSI pueden progresar a otras condiciones patologicas
relacionadas como pueden ser la amiloidosis, la macroglobulinemia de Waldenstrom o
desadrdenes linfoproliferativos (4). Es muy importante establecer un diagndéstico correcto
que diferencia GMSI y mieloma indolente del mieloma activo o sintomatico, que si

requiere tratamiento (14, 21, 22).
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2.1.4. Clinica

Uno de los grandes retos sigue siendo el diagnodstico oportuno e integral para
conseguir identificar los estadios previos de la enfermedad y valorar asi las posibilidades
de tratamiento en sujetos que presenten alto riesgo de desarrollo de mieloma.
Historicamente, el tratamiento del mieloma se ha establecido acorde al desarrollo de las
llamadas caracteristicas CRAB, del inglés calcium, renal, anemia y bone, es decir,
presentacion de hipercalcemia, fallo renal, anemia y afectacion dsea (22). Ademas, se
incluyen varios criterios, clinicos y analiticos, como parte de la exploracion inicial que

[levan al diagnostico de MM, como se observa en la tabla 1.

CRITERIOS DE SOSPECHA

Clinica Analitica
Dolor 6seo ¢ Volumen de sedimentacion globular (VSG)
__ _ muy elevado
Debilidad y astenia « Anemia normocitica con reticulocitos bajos

o Hipercalcemia y/o hiperuricemia

o Hiperproteinemia y/o hipogammaglobulinemia
y/o hipoalbuminemia

Infecciones bacterianas: fundamentalmente » Proteina monoclonal en suero y/u orina

pulmonares o urinarias

Patologia renal: sed, poliuria, proteinuria,
edemas,...

Alteraciones neurolégicas: compresién medular o
de raices nerviosas.

Alteraciones metabolicas: hipercalcemia,
hiperuricemia,...

Sindrome de hiperviscosidad: cansancio, cefalea,
vértigo, somnolencia, diplopia y otras
alteraciones de la vision, fendmenos de Raynaud,
episodios de insuficiencia cardiaca congestiva,
fendmenos hemorragicos.

Alteraciones hemorragicas mucocutaneas

Sintomas de insuficiencia cardiaca congestiva

Tabla 1. Criterios de sospecha para establecer el diagnostico de mieloma multiple. Extraido de Resumen
Oncoguia Mieloma Multiple 2017 del Grupo Cooperativo para el Estudio de Gammapatias Monoclonales de Castilla

y Leon.

En pacientes asintomaticos, generalmente se diagnostica la patologia a través de

hallazgos de laboratorio por anormalidades en valores de calcio, glébulos rojos y
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proteinas. A nivel de signos clinicos, los pacientes pueden presentar sintomatologia
inespecifica como nauseas, vomitos, malestar, debilidad, infecciones recurrentes o
pérdida de peso. Ademas, se pueden detectar sintomas de enfermedad dsea, neuropatia
periférica o hiperviscosidad. EI mieloma multiple, como su propio nombre indica, hace
referencia a la afectacion de maultiples localizaciones del cuerpo. Sin embargo, existen
zonas que generalmente no se ven afectadas, como son las manos, los piesy las regiones
mas bajas de brazos y piernas. Los criterios actualizados por el grupo internacional de
trabajo en mieloma (International Myeloma Working Group, IMWG) permiten la
identificacion de pacientes con alto riesgo de progresar a enfermedad sintomatica,
pudiéndose beneficiar de las terapias evitando el desarrollo de dafio en 6rganos. Es por
ello que los criterios CRAB son menos importantes de cara a definir la enfermedad por si
solos, por lo que es necesario relacionarlos con la alteracion de células plasmaticas
subyacente. En concreto, la deteccion de hipercalcemia en ausencia de enfermedad 0sea
debe de investigarse para descartar otras posibles causas independientes del mieloma. Los
actuales criterios de clasificacion de las distintas entidades del mieloma quedan recogidos

en la siguiente tabla (22).

Estadio Criterio diagnostico

GMSI Se requieren los tres siguientes supuestos:

e Componente monoclonal (CM) en suero <3 g/dL

e  Células plasmaticas (CP) en médula 6sea (MO) <10%
e No evidencia de dafio organico relacionado con el MM

Mieloma mdltiple Se deben cumplir cualquiera de estos dos criterios:
quiescente e CM (IgGolIgA) >3 g/dL 0 2500 mg en 24h y/o
(smoldering) e CPen MO entre 10-60%
e Ausencia de signos de CRAB o de amiloidosis
Mieloma mdltiple CP clonales en MO>10% o biopsia confirmatoria de plasmocitoma 6seo o

extramedular y cualquiera de los siguientes eventos:
¢ Dafio organico atribuible al MM (CRAB)
0 Hipercalcemia: >0.25 mmol/L (=1 mg/dL) del limite superior de la
normalidad o >2.75 mmol/L (>11 mg/dL).
o Insuficiencia renal: aclaramiento de creatinina <40 mL/min o
creatinina sérica >177 umol/L (>2 mg/dL).
0 Anemia; descenso de Hb >20 g/L por debajo del limite inferior de la
normalidad o Hb <100 g/L.
0 Lesiones Gseas: uno 0 mas lesiones osteoliticas por Rx convencional,
o TAC o TAC-PET.
e Uno o més de estos marcadores (incluso en ausencia de CRAB):
0 CP clonales en MO >60%
0 FLC (free light chain) ratio cadena alterada / cadena no-alterada >100
(ademas la FLC de la cadena alterada debe ser >100 mg/L)
0 Estudio RM con >1 lesién focal
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Tabla 2. Criterios diagnosticos de los distintos estadios de MM segun el grupo internacional de trabajo en

MM (International Myeloma Working Group, IMWG) en 2014.

Estos criterios permiten distinguir entre los estadios pre-malignos, GMSI y SM,
del MM, basandose principalmente, en la concentracion del componente monoclonal, el

porcentaje de células plasmaticas en MO y la presencia o ausencia de dafio organico (23).

Para detectar la presencia del componente monoclonal se debe de utilizar una
combinacion de pruebas entre las que se incluyen la electroforesis de proteinas sericas,

inmunofijacion sérica y deteccion de cadenas libres en suero (5).

Generalmente se comienza con la determinacion del componente monoclonal. En
el caso de la electroforesis de las proteinas séricas, ademas de confirmar la
monoclonalidad, también se cuantifica la proteina M, lo que permite tanto el diagndstico
como el control del mieloma en los pacientes. Las inmunoglobulinas secretadas son,
glicoproteinas con funcion de anticuerpo. Habitualmente, se denominan también
gammaglobulinas ya que en la electroforesis del suero migra hacia la regiéon gamma (y),
aunque también se puede encontrar en las regiones alfa-2 (a2) y beta (), como se refiere
en la siguiente figura 3. Aproximadamente en el 5% de los casos se detectan dos
paraproteinas, produciéndose una gammapatia biclonal (5). Generalmente las proteinas
totales se encuentran aumentadas por la excesiva produccion de inmunoglobulina
monoclonal, sin embargo, también suele encontrarse hipoalbuminemia de forma que las

proteinas totales quedan equilibradas.

La electroforesis sérica identifica la proteina M en alrededor del 80 al 90% de los
pacientes. EI 10-20% restante suelen ser pacientes que sélo presentan cadenas ligeras
monoclonales, libres (proteina de Bence Jones) o IgD. En ellos, casi siempre se detecta
proteina M por electroforesis de proteinas en orina. Por tanto, en el caso de los mielomas
Bence-Jones generalmente la banda monoclonal no aparece en suero, con lo que sus
proteinogramas suelen ser normales o presentar hipogammaglobulinemia, es por ello que

resulta fundamental realizar en paralelo el estudio de la presencia de proteinas en orina

(6).
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B Normal
B Mieloma multiple

Albuimina al a2 B Y

Figura 3. Proteinograma o electroforesis de las proteinas del suero. Patients with multiple myeloma show a

“spike” in the a2, p ory regions of the serum protein electrophoresis. Extraido de George y Sadovsky 1999 (24).

Una vez detectado el pico monoclonal mediante la electroforesis, debe realizarse
la inmunofijacion o inmunoelectroforesis (en sangre y en orina), con la que se identificara
el tipo de inmunoglobulina predominante (tanto el tipo de cadena pesada como el tipo de

cadena ligera).

La inmunofijacion se realiza, ademas de para confirmar la presencia de proteina
M, para distinguir entre el tipo de cadenas ligeras y cadenas pesadas presentes. Esta
técnica es esencial para diferenciar gammapatias monoclonales de policlonales, ya que
las monoclonales son neoplasicas o0 potencialmente neoplasicas, mientras que las
policlonales (con aumento de ambos tipos de cadenas ligeras) resultan de procesos

inflamatorios o reactivos, como enfermedad hepatica cronica o infecciones crénicas (25).

La determinacién de cadenas ligeras en suero provee valiosa informacion en los
casos de GMSI y SM, que de otra forma pasarian desapercibidos si no presentaran ningun
otro hallazgo clinico, puesto que generalmente los estudios de electroforesis y de
inmunofijacion suelen ser negativos. La sensibilidad de estos estudios ha aumentado de
cara a identificar alteraciones de cadenas ligeras, ya que estas son eliminadas rapidamente

por el rifion (5).
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2.1.4.1. Alteraciones morfoldgicas de las células plasmaticas

Dentro de la médula dsea, las células plasmaticas se disponen de tres maneras
diferentes, en agrupaciones intersticiales, en nodulos focales o aparecen difusas. Las
células pueden parecer maduras o inmaduras, pleomorficas o0 como plasmablastos.
Acorde a esta variabilidad se han establecido ciertos términos descriptivos, que en ningln
caso pueden ser definitivos en el diagndstico (5, 14).

Células Mott o morulares: células plasmaticas que presentan un nimero variable
de cuerpos de Russell (hasta 100) en su citoplasma. Tienen un tamafio de 1 a 5 um de
diametro. Son ligeramente baséfilas pero a veces pueden ser incoloras, grises, rosadas e
incluso eosinofilicas (26) (Figura 4).

r -

'Y

Figura 4. Células Mott en MM. Extraido de Ribourtout 2015 (27).
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Células flameadas o tesaurocitos: células plasmaticas que adquieren un color
rojizo o magenta en su citoplasma, con un tono carmin en la periferia al ser tefiidas con
los reactivos May Griinwald-Giemsa. Este color en el citoplasma esta relacionado con la
dilatacion de las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso, debido a la acumulacién
de inmunoglobulinas con alto contenido en carbohidratos (27) (Figura 5).

Figura 5. Células flameadas en pacientes con a) plasmocitosis reactiva b) GSMI y ¢) MM. Extraido de
Ribourtout 2015 (27).

Cuerpos de Dutcher: son acumulaciones intracitoplasmaticas de
inmunoglobulinas que aparecen como inclusiones invaginadas hacia o sobre el ndcleo.
Ssu tamafio es variable, pudiendo llegar a alcanzar todo el ndcleo y confundirse con un
nucléolo (28) (Figura 6).

Figura 6. Cuerpos de Dutcher en pacientes con MM. Extraido de Ribourtout 2015 (27).
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Inclusiones cristalinas: son varillas azurdfilas con una ultraestructura cristalina,
algunas similares a bastones de Auer. Suelen ser alargadas y finas, ubicandose de forma
dispersa en el citoplasma o agrupadas en haces. Estas inclusiones son hallazgos

morfolégicos muy raros y su etiologia aun es confusa (26) (Figura 7).

Figura 7. Bastones de Auer en pacientes con MM. Extraido de Ribourtout 2015 (27).

Estas cuatro alteraciones morfologicas han sido descritas en el citoplasma de las
células plasmaticas. En cuanto al ndcleo, también se han reportado alteraciones

morfoldgicas:

Contorno nuclear y cromatina irregular, los nicleos aparecen con muescas, lo cual
se ha relacionado con casos de hipodiploidia. Los analisis morfométricos de células
plasmaticas en el mieloma han demostrado que estas células se relacionan con estadios

avanzados de la enfermedad, asociandose a un peor pronostico (29) (Figura 8y 9).

Figura 8. Célula plasmatica inmadura con nucléolo prominente y cromatina finamente dispersada. Extraido

de Ribourtout 2015 (27).
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Con maés de un ndcleo, binucleadas y multinucleadas. Generalmente presentan un
nucleo, y sélo en contadas ocasiones se han detectado células plasméticas con mas de
uno, llegando a detectarse hasta cuarenta ndcleos en un caso reportado de mieloma no
secretor. Sin embargo, esta presentacion no es habitual y no se asocia directamente al
desarrollo de mieloma ya que también han sido reportadas en médulas 6seas normales
(30) (Figura 9).

Figura 9. Células plasmaticas con uno o mdas nucleos y contorno irregular. Extraido de Ribourtout 2015

27).

2.1.4.2. Inmunofenotipo

El diagndstico de desordenes en las células plasmaticas requiere la confirmacion
de la naturaleza clonal de las mismas. Para ello el patrdn de antigenos de superficie de la
célula plasmatica ayuda a clasificar los desdérdenes y para valorar las caracteristicas
clinicas. La determinacion del inmunofenotipo por citometria de flujo es la técnica idonea
(5, 26).

Las células plasmaticas, tanto normales como neoplésicas, se caracterizan
fundamentalmente por la alta expresion conjunta de CD38 y CD138 (31). La expresion
de CD38 en concreto es bastante elevada en las células plasmaticas localizadas en médula
Osea, sin embargo, hay que tener en cuenta que otras poblaciones celulares linfoides y
mieloides, sobre todo células T activadas, NKs (en inglés, natural killers), y monocitos
también lo expresan (32, 33). Su razonable especificidad sugiere la importancia de su uso

rutinario para la identificacion, de todas formas hay que tener en cuenta que tanto por la
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expresion por otras poblaciones celulares como por la variacion en la densidad de la
expresion que puede verse disminuida es importante analizarlo en conjunto con CD138
(34). El caso del receptor CD138, es que es mas especifico, pero menos sensible, ya que
su expresion es mas heterogénea. Ademas, la heterogeneidad de ambos receptores varia
a su vez en funcion del diagnostico, del estadio de la enfermedad, de los tratamientos y
de diversas caracteristicas bioldgicas. Por ejemplo, en el caso de los tratamientos y/o su
posible efectividad, en el caso de CD38, es conocido que su alta expresion se correlaciona
con una alta probabilidad de lograr una respuesta parcial en comparacion con los que
muestran valores basales bajos de CD38 (35). Asi mismo, en el caso de CD138, su baja
expresion a nivel basal se correlaciona con una peor supervivencia global (36). A causa
de esta heterogeneidad, son varios los estudios que demuestran que el uso del
inmunofenotipado por citometria tiene un alto valor prondstico al correlacionarlo con
anormalidades genéticas a través de estudios de citogenética o de fluorescencia de
hibridaciéon in situ (o FISH en inglés), por lo que es importante incorporar otros
marcadores en citometria para hacer asi el estudio méas completo. Fundamentalmente, se
emplean marcadores considerados de expresion aberrante en la célula B, incluida la
plasmatica, como CD20, CD27, CD33, CD56 y CD117; asi como CD45 que suele
presentar una expresion similar de positivas y negativas en estadios previos (GMSI, SM),
pero en pacientes de nuevo diagndéstico y en recaida domina CD45+ (26, 34, 37).

- Desregulacion del sistema inmune en el mieloma multiple

En los ultimos afios, mediante el estudio del inmunofenotipo se ha visto ampliado
a ciertas moléculas que interactian con los distintos tipos celulares inmunitarios como
son las células NKs o células T. Es importante el estudio de la activacién/inhibicion de
ciertos receptores o ligandos que directamente se encuentran implicados en la
desregulacién inmune del MM, promoviendo la proliferacion de las células tumorales
(38). Uno de los ligandos mas relevantes es el ligando de muerte celular programada 1
(en inglés Programmed cell death ligand 1, PD-L1) ya que el eje que conforma con su
receptor PD-1en la superficie de células NKs, B y Ts al verse bloqueado por estrategias
terapéuticas ha mostrado un sorprendente impacto clinico en tumores sélidos. Es por ello
que PD-L1 y PD-L2, otro ligando de PD-1, estén bajo estudio en la patogénesis del MM
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(38). Ademas, otros ligandos se estan estudiando para conocer su impacto en el desarrollo
del MM, en su resistencia a los tratamientos y en la evasion del sistema inmune, tales
como los ligandos de NKG2D, receptor de células NKs y Ts, cuya unién con los ligandos
MICA/B, ULBP1, 2, 3, 4, 5y 6 juega un importante papel en la muerte celular de las
células de MM (39, 40). Otros ligandos bajo estudio son los llamados de apoptosis, entre
los que estan el ligando de FAS (FAS-L) vy los receptores de muerte 4 y 5 de los ligandos
inductores de apoptosis relacionada con el factor de necrosis tumoral (en inglés, tumor
necrosis factor related apoptosis inducing ligand death receptor 4 and 5, TRAIL-DR4 and
TRAIL-DR5). En el caso de FAS-L su sobreexpresion se corresponde con una mayor
agresividad de la enfermedad y un alto grado de malignidad, de forma que se ha propuesto
su blogueo como una herramienta terapéutica (41, 42). En el caso de TRAIL-DR4 y 5 se
ha visto que se encuentran inhibidos por el microambiente de la médula Gsea evitando asi
la induccion de muerte por apoptosis (43). También se ha resaltado la importancia de los
Ilamados ligandos virales CD155 y CD112 ya que interaccionan con el receptor CD226,
presente en células NKs y Ts (44). En MM vy en otras neoplasias se ha descrito
recientemente que estas uniones suponen un mecanismo critico de defensa inmune, que
evita la muerte de las células tumorales (45, 46). Ademas, otra de las moléculas
importantes que se expresan en las células de MM, como es el complejo mayor de
histocompatibilidad E (HLA-E), se ha visto que provoca una sefial inhibitoria de las
células NKs; y su alta expresion se ha correlacionado con recaidas tempranas de los

pacientes (47).

2.1.5. Factores de riesgo

La enorme variabilidad en la evolucion y desarrollo del MM hace que la
identificacion de factores de riesgo sea de gran importancia tanto para la estratificacion
de grupos con riesgo de progresion como para prevenir sus posibles efectos. A pesar de
tener una etiopatogenia desconocida, se han identificado diversos factores de riesgo, a

nivel génico, epigenético y bioldgico.

En pacientes con mieloma se detectan en un 90% de las células plasmaticas
anormalidades citogenéticas. Ademas, la sucesion de alteraciones genéticas se ha visto

gue desemboca en la progresion de pacientes con GMSI a mieloma. En general, se ha
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visto que los eventos iniciales se agrupan en la mitad de los pacientes presentando
translocaciones de la Ig de cadena pesada y la otra mitad con hiperdiploidia, mas
especificamente aneuploidia en cromosomas 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 y 21. A su vez estos
eventos primarios se diluyen con una compleja variedad de alteraciones genéticas entre
las que se incluyen la amplificacion del cromosoma 1q, delecion del cromosoma 13,
delecion del cromosoma 17p, desregulacion de proteinas MYC y CYCLIN D, asi como
mutaciones en oncogenes especificos de enfermedades como son KRAS, NRAS,
FAM46C, DIS3, BRAF, TRAF3, y TP53. Todas estas alteraciones geneticas junto a la
presion selectiva que ejerce el microambiente de la médula 6sea y los tratamientos
empleados promueven el sobrecrecimiento de subclones que albergan mutaciones

especificas, confiriendo ventaja a nivel de supervivencia (3, 48).

Por otro lado, las alteraciones epigenéticas también estan implicadas en la
patogénesis y progresion del MM. Los principales mecanismos descritos engloban la
metilacion del ADN (&cido desoxirribonucleico), la acetilacion de histonas y los
microARNSs. ElI mas estudiado hasta ahora es la metilacién del ADN ya que se han
detectado varios patrones de metilacion que identifican loci hipermetilados con subtipos
agresivos de la enfermedad. Los menos conocidos son los epi-microARNs que son
microARNS que se dirigen a zonas reguladoras epigenéticas de ADN-metiltrasferasas e
histonas-deacetilasas (14, 49). Es importante conocer todos estos mecanismos pues la alta
frecuencia de cambios epigeneéticos provoca determinados patrones de expresion genica
y subpoblaciones celulares heterogéneas, de forma que pequefias poblaciones celulares
sobreviven a los tratamientos, siendo més tolerantes y por tanto desarrollando resistencia
a los farmacos. Por ejemplo, recientemente la tolerancia generada a los inhibidores del
proteasoma (PIs) se ha asociado a cambios epigenéticos, pudiendo ser eliminada con
terapias combinadas con inhibidores de la histona deacetilasa e intermitentes gracias a la

plasticidad de los cambios epigenéticos (50).

Con el avance de la tecnologia se esta logrando caracterizar todos esos cambios
que se producen a nivel genémico y epigenomico a lo largo de la proliferacion de las
células plasmaticas, lo que permitird desde personalizar mas los tratamientos a encontrar

posibles nuevos biomarcadores de la enfermedad.
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2.1.6. Tratamientos

El MM es una enfermedad heterogénea, cuya agresividad y resistencia a los
tratamientos es el resultado de diversos errores genéticos, asi como de alteraciones
celulares al seleccionarse ciertos clones. De esta forma, hay pacientes que pueden
sobrevivir hasta una década tras su diagndstico mientras que otros sufren rapidamente

progresiones al resistir a los tratamientos y fallecen (51).

En los ultimos 20 afios, la aprobacion de numerosos agentes para tratar el MM
junto con una utilizacion mas eficaz de los tratamientos existentes ha supuesto un impacto
significativo en la manera en que se trata el mieloma al prolongar la media de
supervivencia de los pacientes de 3 a 8-10 afios. En la actualidad, los tratamientos para el
mieloma pueden ser muy eficaces para parar el avance de la enfermedad, controlar los
sintomas y mejorar la calidad de vida. No obstante, incluso después de haberse recibido

el tratamiento acertado, es imprescindible un seguimiento médico del paciente (1).

El tratamiento del MM normalmente incluye diferentes combinaciones de
farmacos con distintos mecanismos de accion, desde los mas conocidos, como son
corticosteroides, agentes alquilantes, inhibidores del proteasoma (PIs), farmacos
inmunomoduladores (en inglés, immonomodulatory drugs, IMIDs), a los mas nuevos,
como son inhibidores de histona deacetilasa (panobinostat) o anticuerpos monoclonales

(daratumumab, elotuzumab) (52).

Los agentes alquilantes fueron los primeros farmacos en emplearse en el MM, y a
dia de hoy siguen formando parte de las combinaciones de tratamientos. EI mecanismo
de accion se basa en la alquilacion (adicion de grupos metilo) del ADN, impidiendo su
duplicacion, lo que provoca la pérdida de funcionalidad y la consecuente induccion de la
apoptosis celular (53). Los més utilizados vienen recogidos en la tabla 3. Sin embargo,
hay pacientes en los que estos farmacos generan resistencias tanto tras su primera
administracion como tras una exposicion continua. Se ha sugerido que es debido a la
capacidad del sistema de reparacion del ADN de revertir la accion alquilante de estas
drogas (54). El trasplante autologo de progenitores hematopyéticos con melfalan a altas

dosis sigue siendo un tratamiento clave en sujetos menores de 70 afios

Los corticosteroides son desde hace afios farmacos fundamentales en el
tratamiento del MM, tanto al diagndstico como en recaidas. Son hormonas de estrés que
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mantienen la homeostasis y el control de una amplia variedad de procesos fisiologicos.
Basados en su fuerte accion antiinflamatoria e inmunosupresiva, los glucocorticoides son
farmacos ampliamente usados en el tratamiento de condiciones inflamatorias como
rechazo de trasplante de érganos, enfermedades autoinmunes y asma, asi como terapia
anticancerigena de neoplasias linfoides (55) (ver tabla 3). Su mecanismo de acciéon en el
MM esté basado fundamentalmente en la trans-represion del factor nuclear kp, lo que
induce la apoptosis de las células de MM (56). Aunque muestran una gran actividad
empleados en monoterapia, su uso se limita por las toxicidades generadas por sus altas
dosis de administracion que impactan directamente en la calidad de vida de los pacientes.
Es importante su uso en combinacién con otros farmacos, como agentes

inmunomoduladores para manejar mejor los efectos secundarios (57).

Los agentes inmunomoduladores son denominados asi por su fuerte capacidad
para estimular la respuesta inmune. EI primero en emplearse fue la Talidomida, un
derivado del &cido glutdmico que habia sido empleado como tratamiento para las nauseas
de las embarazadas a mediados de los afios 50. Tras retirarlo del mercado por sus efectos
teratogénicos, ha sido objeto de estudio de investigacion en varios campos, desde el
tratamiento de pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana a pacientes con
enfermedades de piel autoinmunes (58). Fue ya en 1999, afio en el que aparecio el primer
estudio sobre la eficacia de este nuevo farmaco en el tratamiento del MM (59). Después
aparecieron la Lenalidomida y la Pomalidomida, demostrando una potencia superior a la
Talidomida y con mejores efectos anti-MM, especialmente en el caso de MM refractarios
(52). ElI mecanismo de accion se produce fundamentalmente por la disminucion de la
produccién de citoquinas y de factores de crecimiento al unirse a la proteina CRBN, lo
que conduce a un efecto antiangiogenico, antiproliferativo, antiinflamatorio,
proapoptatico y de parada del ciclo celular en la célula del MM (60). Estos farmacos son
caros y presentan efectos secundarios graves, por lo que su uso en combinacién es
recomendado para potenciar su eficacia y reducir los efectos colaterales. Tal es el caso de
la combinacion con dexametasona, farmaco sinérgico y que ayuda a mejorar la tasa de

respuesta y la supervivencia libre de progresion (53).

Los inhibidores del proteasoma representan uno de los mayores avances en el
tratamiento del MM en los Gltimos afios con el descubrimiento de la actividad catalitica
de los proteasomas. En MM la elevada presencia de Ig, provoca una alta actividad de

generacion/degradacion proteica por lo que la funcién del proteasoma se encuentra
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aumentada. La sintesis del Bortezomib ha demostrado desde su aprobacion por la Food
and Drug Administration (FDA) en 2003 una eficacia clinica sorprendente en el MM. La
actividad anti-MM producida por la inhibicion del proteasoma es la consecuencia de
numerosos efectos a nivel bioldgico empleado tanto como tratamiento de primera linea
como de posteriores y en pacientes que son refractarios a todos los tratamientos (53, 61).
El Carfilzomib fue aprobado en julio de 2012 y en la actualidad se emplea fuera de
primera linea, principalmente en pacientes refractarios (62). A pesar del éxito de estos
farmacos, existe un 20% de pacientes que en primera linea se muestra totalmente
resistentes a su efecto antineoplésico y este porcentaje aumenta en lineas posteriores. Con
el fin de evitar el desarrollo de posibles resistencias se promueve su uso en combinacién
con farmacos como dexametasona (63, 64), e incluso se ha propuesto revertir su

sensibilidad tras un tiempo sin tratamiento (50).

Por ultimo, los tratamientos mas nuevos como son el caso de los inhibidores de la
histona deacetilasa requieren todavia mayor investigacion por las toxicidades que
generan, pero han demostrado un gran interés por su accion a nivel epigenético. Otro
grupo de farmacos novedosos y que actualmente ha adquirido un papel destacado en el
tratamiento del MM son los anticuerpos monoclonales que han despertado altas

expectativas debido a una mejor tolerancia y menor toxicidad (1).

Clase de farmaco Ejemplo Uso clinico
Agentes alquilantes Prototipo: melfalan En combinacién con
Otros: ciclofosfamida, dexametasona
bendamustina
Corticosteroides Prototipo: dexametasona En combinacién para la
Otros: prednisona, induccidn y otros
metilprednisona regimenes.
Inmunomoduladores Prototipo: talidomida En combinacién para
Otros: lenalidomida, induccion, consolidaciéon y
pomalidomida recaida.
Inhibidores del proteasoma | Prototipo: bortezomib En combinacién para
Otro: carfilzomib induccidn, consolidacion y
recaida. No usado en
monoterapia
Inhibidores de la histona Prototipo: panobinostat En combinacién con
deacetilasa bortezomib para recaida.
Anticuerpos monoclonales | Prototipo: daratumumab En combinacién con
(anti-CD38) Otro: isatuximab bortezomib y
dexametasona para recaida

Tabla 3. Tratamientos en MM. Extraida y adaptada de Michels 2017 (65).
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2.1.7. Modelos experimentales murinos

Los modelos animales son herramientas indispensables para el estudio de los
mecanismos fisiologicos y patologicos presentes en el ser humano. En el caso del MM,
los modelos murinos utilizados son herramientas clave para la comprension de la
patogénesis, los mecanismos de resistencia y el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas (ver tabla 4). Sin embargo, a pesar de la variedad de modelos existentes no
existe ninguno que modelice la enfermedad tanto de forma que adquieran el espectro de
cambios genéticos que se acumulan a nivel individual a lo largo de la enfermedad como
la heterogeneidad misma encontrada en los pacientes. Es por ello que la eleccion del
modelo varia ampliamente, partiendo de requisitos a nivel de sistema inmune, pasando
por el uso de lineas celulares o células primarias, hasta el desarrollo de la enfermedad

Osea y/o habilidad para modificar el microambiente de la médula 6sea (66).

Los modelos hasta ahora utilizados fundamentalmente se dividen en singénicos y
xenogenicos. En el caso de los modelos singénicos son Utiles porque el microambiente
concuerda perfectamente con el del tumor investigado y se diferencian dos tipos de
modelos, los 5T descubiertos por Radl a finales de los 70 (5T Radl) y los disefiados
genéticamente (en inglés, genetically engineered models, GEEM). Los 5T Radl son
ratones endogamicos C57BL/KalwRij inmunocompetentes que desarrollan una variedad
de desdrdenes proliferativos de células B, incluido el MM. En concreto se trasplantan
células de médula 6sea de animales con MM, resultando un modelo reproducible con
caracteristicas de la enfermedad del MM que incluyen crecimiento tumoral en médula
0sea, aumento de paraproteinas, disfuncion renal y desarrollo de enfermedad litica dsea.
Sin embargo, la utilidad de este modelo queda limitada por la proporcion de células que
injertan por animal. Los mas usados y mas caracterizados son los modelos 5T2MM,
5T33MM y 5TGML. Por el contrario, los disefiados genéticamente o transgénicos
representan al completo el proceso del desarrollo de la enfermedad desde inestabilidades
gendmicas iniciales a cargas tumorales clinicamente relevantes. Este hecho implica un
periodo largo de observacion, al ser una enfermedad de individuos mayores, y por tanto
la naturaleza de estos modelos presenta una alta tasa de variacion de crecimiento tumoral

en comparacién con otros modelos, lo que implica una mayor demanda estadistica.
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Ademas, estos modelos no estan tan bien caracterizados como los 5T y son mas dificiles
de manipular, de forma que reproduzcan fielmente la enfermedad del MM. Los modelos
mas empleados son Vk*MYC, Eu-xbp-1s y L-GP130 (66-68).

Los modelos xenogénicos o de xenoinjerto son aquellos en los que se hace un
injerto de lineas celulares o de células primarias humanas en ratones
inmunocomprometidos o humanizados. Se emplean tanto para generar enfermedad
sistémica a través de un injerto intravenoso como enfermedad local a través de un injerto
subcutaneo o intratibial. Estos modelos permiten la oportunidad de evaluar el nicho de
las células de MM en médula Gsea y testear la eficacia de terapias in vivo (67). En el caso
de los ratones inmunocomprometidos estan los SCID, los NOD/SCID y los NSG (NOD
SCID gamma). Estas cepas son deficientes en linfocitos B y T funcionales, y ademas los
NSG son deficientes también en células NK. En el caso de los NSG que tienen ausencia
de interleucina 2 (11-2), una mayor inmunosupresion ha mostrado una mejora significativa
en las posibilidades de injerto comparado con los SCID y NOD/SCID. De hecho, la
inyeccion intravenosa de lineas celulares como JIN3, U266 u OPM2 ha mostrado las
clasicas caracteristicas de MM, que incluyen paraplejia, paraproteina en suero, lesiones
osteoliticas y perdida del hueso trabecular. Se ha visto ademas que en los NSG la mayoria
de las lineas celulares administradas de forma intravenosa resultan en injerto en MO,
siendo muy representativas de la enfermedad humana. Dada la reproducibilidad de estos
modelos y el desarrollo de enfermedad Osea, esta linea es regularmente usada en la
actualidad para el testeo de nuevos agentes terapéuticos (66, 68). Sin embargo, estos
modelos al ser inmunodeficientes son incapaces de recapitular las complejas
interacciones entre el tumor y el microambiente. Es por ello que en los ultimos afios se
estan desarrollando los modelos humanizados. Dentro de este grupo se han desarrollado
tres tipos de modelos SCID-hu, SCID-rab y SCID-synth hu. En el caso de SCID-hu y
SCID-rab son ratones SCID implantados con chips de hueso fetal humano o de conejo
con lineas de mieloma que se injertan directamente en hueso. La principal ventaja es la
alta tasa de injerto. Sin embargo, la principal limitacion de este modelo es el uso de hueso
fetal tanto humano como de conejo, lo cual por un lado no encaja con la edad de desarrollo
del MM y ademas es dificil de adquirir debido a consideraciones éticas. EI modelo SCID-
synth-hu supera esas limitaciones ya que permite el crecimiento de las células primarias

de MM en un implante biosintético 3D cubierto por estroma de MO. A pesar de ser el
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anico modelo de investigacion traslacional, todavia alberga retos en cuanto a su estructura

polimérica (66-68).

Los modelos mas ampliamente empleados para el estudio del MM son los

inmunodeficientes NOD/SCID gamma (NSG), si bien es cierto que en funcion de los

objetivos que se persigan pueden ser mas interesante el uso de unos u otros.

Strengths

Challenges

Syngeneic models

5T33 [61]
GEMM [63]

Xenogenic models in
immunodeficient mice

NOD/SCID [71]
NSG (40]

Xenogenic models in
humanized mice

SCID hu [77)
SCID rab [88]

SCID synth hu [89]

Competent immune system of the host
Realistic tumor microenvironment

Suitable for fast drug screening

Defined mutations mimic those in human MM
Follow-up of early stages in tumor development

Highly reproducible cell line based models

Reflect patient heterogeneity by using patient

derived material

Allows screening approaches for biomarker development

Gold-standard, with available reliable protocols + data

Improved engraftment capacities compared to NOD/SCID

Appropriately mimics human tumor microenvironment
Reflect patient heterogeneity by using patient
derived material

Reflect patient disease with respect to bone lesions

Improved availability of implantation matrix

Overcomes restricted availability of human bone chips

Limited number of models available

Does not reflect patient heterogeneity

Development is costly and time-consuming
Tumor development is slow and variable

Mice are immunocompromised
Major parts of the tumor
microenvironment are missing

Low take rates for patient derived material

Lacks most of the components of
the immune system.

Expensive
Technically challenging

Restricted availability of human bone chips

Monmyelomatous & nonhuman
microenvironment

Heterogeneity of human stromal cells

GEMM: Genetically engineered mouse model; MM: Multiple myeloma; NODYSCID: NOD.Cg-Prkdesad; NSG: NOD/SCID IL-2Ry(null); SCID hu: Prkdescid bearing
human bone implants; SCID rab: Prkdesad bearing rabbit bone implants; SCID synth hu: Prkdescid bearing synthetic scaffolds filled with human stromal cells.

Tabla 4. Modelos in vivo de MM humano. Extraido de Schiiler 2013 (68).

2.2. METABOLISMO Y BIOGENESIS MITOCONDRIAL EN
TUMORES HEMATOLOGICOS

2.2.1. Generalidades del metabolismo en cancer

El conocimiento de que el metabolismo se encuentra alterado en células
cancerigenas para mantener la acumulacion de biomasa mas que para una eficiente
produccion energética fue desarrollado a raiz de las observaciones hechas por Louis
Pasteur y Otto Warburg. En la década de 1880, Pasteur en sus estudios sobre el proceso
de fermentacion en levaduras, postuld que el oxigeno suprimia la glicolisis en presencia
de oxigeno (69). Y Warburg hace 100 afios demostro que los tejidos tumorales humanos

y animales presentan una elevada glicolisis aun en presencia de oxigeno, de forma que

32



Introduccién

gran parte de la glucosa que consumen, se convierte a través de la fermentacion lactica
en lactato, incluso cuando hay suficiente oxigeno para oxidar la glucosa mediante el ciclo
de Krebs en la mitocondria (70).

En los dltimos afos, los cambios metabdlicos del cancer se han asociado con 6
caracteristicas distintivas: 1) absorcion alterada de glucosa y aminoacidos, 2) uso de
formas oportunistas para la adquisicion de nutrientes, 3) uso de la glicolisis/ciclo de Krebs
para la sintesis de compuestos intermediarios y la produccion de NADPH, 4) aumento de
la demanda de nitrogeno, 5) alteracion de metabolitos conducida por la regulacion de
ciertos genes y 6) interacciones metabolicas con el microambiente; de hecho, en algunos
canceres se dan las 6 caracteristicas, mientras que en otros solo algunas (71, 72). Las
células malignas adquieren estas adaptaciones metabdlicas como respuesta a una variedad
de sefiales celulares intrinsecas y extrinsecas. Algunas de estas adaptaciones inician el
proceso de transformacion, otras promueven el crecimiento de las células malignas y otras
las vuelven susceptibles a inhibidores de vias clave. Ademas, se refleja una alta
heterogeneidad tanto entre distintos tumores como dentro del mismo tumor a lo largo del
tiempo. Lo que resulta en que estas caracteristicas metabolicas son selectivas de subtipos,
mas que uniformes entre todos los canceres. Este hecho es consistente con la eficacia

variable de las terapias (73).

Otra de las grandes premisas del metabolismo en tumores se basa en el trabajo
realizado en los afios 90, cuando se postuld que los cambios metabolicos son dirigidos
por cambios en oncogenes y supresores tumorales, como con los factores inducibles de
hipoxia (en inglés, Hypoxia Inducible Factors, HIFs) que alteran vias metabdlicas.
Oncogenes humanos como MYC, PI3K y RAS dirigen la proliferacion celular neoplésica
estimulando el metabolismo celular a través de alteraciones en la transcripcion,
traduccion y post-traduccion de enzimas metabdlicas (69). La habilidad de estos y otros
genes de regular el metabolismo de forma auténoma representa el concepto de
reprogramacion metabolica, de forma que las mutaciones responsables del inicio del
cancer, permiten a las celulas de tumores emergentes adquirir propiedades metabolicas
que sostengan la supervivencia celular, la evasion del sistema inmune y el crecimiento
hiperplasico (73). Por ejemplo, en el caso de las alteraciones que afectan al oncogén
MYC, como son translocaciones o la sobreexpresion, son conocidas por ser
caracteristicas en la patogénesis de neoplasias de células B. Se ha descrito como las

células requieren elevados niveles de MYC para mantener su alta tasa proliferativa, de
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forma que modulan la funcién de este oncogén para adaptarse a la disponibilidad de

nutrientes y evitar un colapso metabdlico (70, 71, 74)

2.2.2. La mitocondria en cancer

Historicamente, el metabolismo mitocondrial se ha considerado errbneamente sin
importancia respecto a las demandas metabolicas de las células que proliferan
rapidamente; en consecuencia, se propuso la disfuncion mitocondrial como una de las
caracteristicas de las células cancerigenas. Este concepto se reviso en la década de los 50,
cuando se demostrd que tanto en tejidos sanos como en células tumorales de higado o
mama, el acido graso palmitato se oxidaba de forma efectiva(75). Estudios recientes han
provisto la evidencia genética de que el metabolismo mitocondrial es esencial en la

tumorogénesis (74).

Por otro lado, al asumir el paradigma de que las células cancerigenas presentaban
una glicolisis aumentada, la fosforilacion oxidativa (OXFOS) se encontraba regulada
negativamente en todos los canceres. Sin embargo, estudios recientes han mostrado que
OXFOS puede encontrarse estimulado en ciertos tipos de canceres, incluidas leucemias,
linfomas, adenocarcinoma pancreatico ductal y cancer de endometrio (76). El papel de la
mitocondria en el cancer también estad representado directa o indirectamente por el
bloqueo de la apoptosis, la invasion/metastasis y el estrés oxidativo. La mitocondria es
una fuente endogena de especies reactivas de oxigeno (en inglés, reactive oxygen species,
ROS), que permite su salida a través de la cadena de transporte de electrones durante el
proceso de OXFOS. El sistema de OXFOS consiste en 5 complejos multiproteicos (del |
al V), donde existen dos puntos principales de generacion de ROS, uno en la membrana
mitocondrial interna (Complejo I, NADH deshidrogenasa) y otro en la interfaz entre los
complejos Il y 1ll. La generacion de ROS supone una espada de doble filo en la
tumorogénesis (77).

A nivel estructural, las mitocondrias son organulos citoplasmaticos que se
originaron de bacterias simbiontes, de forma que al co-evolucionar con su hospedador la
mayoria de las proteinas mitocondriales se encuentran codificadas por el ndcleo. Sin

embargo, su origen externo de hace 1.5-2 millones de afios hace que tengan su propio
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sistema genético englobado en el denominado ADN mitocondrial (ADNmt) (72, 78). El
genoma mitocondrial humano es circular y esta formado por 16.6 kb que codifican en
concreto 13 genes clave de la cadena de transporte de electrones (79). EI nimero de copias
de ADNmt esta estrictamente regulado en la diferenciacién, de forma que aquellas células
con altas demandas de ATP (adenosin trifosfato) presentan un elevado nimero de copias
de ADNmt. Por tanto el nimero de copias es una buena representacion de la actividad
mitocondrial, fundamentalmente porque la masa mitocondrial o la actividad de enzimas
respiratorias se relaciona con la parte del genoma que se necesita para producirlas (80).
A nivel de desarrollo de tumores, se ha reportado que varios canceres presentan un
aumento del contenido mitocondrial respecto a tejidos sanos, entre los que se incluyen la
leucemia linfoblastica aguda (LLA), el linfoma no-Hodgkin, el endometrial, el colorectal,
el de ovario, el de prostata, el de cuello y cabeza, el adenocarcinoma de pulmén, el

carcinoma esofagico de células escamosas y canceres de tiroides (79, 81).

La enzima citocromo c¢ oxidasa (COX) también se considera un buen indicador
subrogado de la funcion mitocondrial. En concreto, COX esta formada por 3 subunidades
codificadas por el ADNmty 10 por el ADN nuclear (ADNn) y constituye el complejo IV
de la cadena de transporte de electrones. Son varios los estudios enfocados en las
funciones bioldgicas de COX en el desarrollo de tumores, como es el caso del cancer
colorrectal en el que se ha descrito una elevacion de COX (82).

En el caso de los tumores hematoldgicos, se ha descrito una dindmica metabdlica
alterada en la MO, basada en la transferencia de mitocondrias entre células
hematopoyéticas y progenitoras, y las de soporte estromal durante la proliferacion y
diferenciacion como respuesta a la presencia del lactato extracelular, debido a la elevada
utilizacion extracelular de glucosa y glutamina. Se ha propuesto que la transferencia de
mitocondrias se produce para mantener el estrés oxidativo asociado al mantenimiento de
la proteostasis en el MM y la leucemia mieloide aguda (LMA) (83). Ademas, se ha
propuesto que la elevada presencia del lactato extracelular promueve un microambiente
permisivo a nivel inmunologico, de forma que atenda la activacion de células T y

dendriticas y la migracién de monocitos (71).

El microambiente tumoral ejerce presiones en las celulas cancerigenas, como
privacion de nutrientes y oxigeno, acidificacion del espacio extracelular e interacciones
aberrantes célula-célula y célula-estroma. La progresion tumoral requiere que las células
cancerigenas toleren estas presiones y desarrollen mecanismos para continuar su
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proliferacion (73). Por tanto, el impacto funcional del metabolismo tumoral aberrante no
solo se limita a las propias células malignas, sino que también impacta en el
microambiente y la regulacion inmune (84). En concreto, en el linfoma se ha reportado la
contribucion del microambiente tumoral en la progresion de la enfermedad siendo clave
para la inmunoterapia y los inhibidores de punto de control (en inglés, checkpoint
inhibitors). De forma que se ha propuesto el microambiente tumoral como una diana del
metabolismo tumoral (70). Ejemplos como este han hecho que en los Gltimos afios la
comprension del papel de la mitocondria en cancer esté proporcionando nuevos enfoques

de terapia dirigida.

En concreto, en los ultimos cinco afios se ha propuesto el uso de inhibidores de
OXFOS tanto para tratar canceres en los que este se encuentra aumentado como para
aliviar la hipoxia tumoral y asi mejorar el resultado de ciertos tratamientos (76). Tal es el
caso de cancer de mamay el linfoma Hodgkin en los que OXFOS esta sobreregulado, de
forma que la actividad de los complejos I, Il y IV se encuentra aumentada respecto a las
células adyacentes estromales. En ellos se ha observado que la actividad de los complejos
puede subvertirse con el tratamiento con metformina o azida sddica, inhibidores de los
complejos 1y IV (69, 76).

Nuevas oportunidades clinicas han surgido también del estudio del papel de la
reprogramacion metabdlica en los casos de resistencia a tratamientos. La adquisicion de
resistencia a terapias es un factor importante en la mortalidad asociada al cancer y las
alteraciones metabdlicas tienen el potencial de contribuir a esas resistencias (85, 86). La
inhibicién de BCL-2 reduce OXFOS y en el caso del LMA, donde éste se encuentra
aumentado, se ha descrito que la inhibicion del oncogén BCL-2 erradica de forma

selectiva aquellas células madre de LMA resistentes a la quimioterapia (87)

Otra estrategia dirigida a la funcion mitocondrial, como es la biogénesis
mitocondrial, ha mostrado también resultados prometedores. En concreto la tigeciclina,
una glicilciclina aprobada por la FDA para tratar infecciones microbianas ha mostrado en
estudios recientes en tumores hematoldgicos y sélidos que induce la parada del ciclo
celular, apoptosis, autofagia y estrés oxidativo (88). De hecho Skrtic y colaboradores en
2011 encontraron que era toxica frente a células de leucemia in vitro e in vivo (89).
Estudios posteriores han demostrado su capacidad de inhibir la fosforilacion oxidativa, la
proliferacion celular, migracion, invasion y angiogénesis. Ademas, su combinacion con
agentes quimioterapeuticos como la doxorrubicina, la vincristina, el paclitaxel, el
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cisplatino y el imatinib han mostrado ser estrategias prometedoras para el tratamiento del
cancer (90) (Figura 10).
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Figura 10. Hipdtesis de fenotipos causales inducidos por el tratamiento de tigeciclina en células

cancerigenas. Extraido de Dong 2019 (90).

2.2.3. Patogénesis del metabolismo en MM

En los dltimos 20 afios se han dedicado grandes esfuerzos en dilucidar los cambios

metabolicos que se producen en el desarrollo y la proliferacion maligna de las células

plasmaticas. Si bien, todavia quedan numerosos mecanismos moleculares relacionados

con el metabolismo sin comprender.

Es ampliamente conocido que las células plasmaticas juegan un papel clave en la

inmunidad humoral. La inmunidad humoral estd basada en una primera linea de accion

en la que se forma la respuesta inmune primaria y con ella la secrecion de células de vida

corta (short-lived). Por otro lado se generan las de larga vida (long-lived) que van a

producir anticuerpos con mayor afinidad para acabar migrando a médula 0sea, desde
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donde producen proteccidn de por vida debida a la secrecion de anticuerpos (91). Se ha
sugerido que el MM deriva de la transformacion maligna de las células que estan en la
médula 6sea contribuyendo de por vida a la memoria inmunoldgica. Entre ambos tipos
celulares existen diferencias a nivel metabolico, siendo las de larga vida las que presentan
un claro aumento en la obtencion de glucosa y aminoacidos.Varios estudios confirman la
dependencia de las células de MM en la glucolisis. Schibler y colaboradores demostraron
que las células de MM muestran una homeostasis redox aberrante (92). De hecho se ha
visto que la comprension de las alteraciones metabdlicas tiene importantes implicaciones
en el cuidado de los pacientes con MM (93). Se conoce que la reprogramacion metabdlica
es uno de los mecanismos en la patogénesis del MM, ya que los metabolitos interfieren
con factores de transcripcion involucrados en la regulacion de la proliferacion y la
apoptosis (94). En concreto se han reportado en el MM alteraciones en la via de la glucosa,
de la glutamina, en el metabolismo de la serina, en la ruta de las pentosas fosfato y en el
ciclo del folato (95) (Figura 11).
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Figura 11. Representacion esquemdtica del metabolismo celular del MM en comparacion con una célula
plasmatica sana. El flujo de metabolitos se representa con las flechas de color. Glicolisis, OXFOS, via de la sintesis
de la serina (en inglés, serine synthesis pathway, SSP), glutaminolisis, sintesis de dacidos grasos y oxidacion de dcidos

grasos (f-oxidacion) se encuentran sobrereguladas en células de MM comparado con células plasmdaticas normales,
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tal y como se indica con flechas rojas. Lactato deshidrogenasa A (LDHA) y B (LDHB) estan sobrereguladas en células
de MM. No esta claro si la via de las pentosas fosfato (en inglés, pentose phosphate pathway, PPP) y la via de la
sintesis de la hexosamina (en inglés, hexosamine synthesis pathway, HSP) estan sobre/infrareguladas en las células
de MM comparado con células plasmaticas normales, como se indica con signos de interrogacion. Las células de MM
expresan el factor de crecimiento vascular endotelial (en inglés, vascular endothelial growth factor, VEGF) que
incrementa la oxigenacion de MO induciendo la angiogénesis. El auemnto de oxigenacion de MO puede estimular
OXFOS en las células de MM. Los nanotubos dependientes de CD38 transportan mitocondrias de las células
estromales a las células de MM. Extraido de Bloedjes 2021(91).

A pesar de que se reconoce que el MM presenta una gran dependencia de la
glucolisis, recientemente se ha reportado que también se sustenta por un aumento de
OXFOS. Incluso se ha observado que la sobreexpresion de varios genes implicados en
OXFOS se asocia con un mal pronostico (96). Un claro ejemplo de la dependencia de
OXFOS es la alta sensibilidad por el inhibidor de la glucolisis, dicloroacetato (97).
Ademaés, se conoce que la enzima hexoquinasa Il (HKII) se encuentra altamente
expresada en pacientes con MM, aumentando su expresion segun progresa la enfermedad,
lo que deriva en un mal pronostico (98). En cuanto al lactato, es un producto final de la
glicolisis que es reintroducido para el funcionamiento de OXFOS (99). Ademas, la
enzima LDHA, que convierte lactato en piruvato se encuentra elevada en pacientes con
MM (100). Al igual que en otros canceres, el ADNmt es un factor esencial en la
tumorogénesis del MM, lo que refleja los cambios en el microambiente asi como los

requerimientos de ATP por la célula derivados del aumento de OXFOS (101).

Es conocido que el MM tiene una alta dependencia en el microambiente de la
médula désea ya que presenta un papel clave promoviendo la proliferacion tumoral, la
supervivencia y la migracion de las células cancerigenas. De hecho, se ha demostrado la
transferencia de organulos como la mitocondria de las células estromales y endoteliales a
las células de MM, permitiendo la restauracion de la funcion respiratoria y modulando la
resistencia a farmacos (83, 102, 103).

En algunos pacientes de MM se ha observado un aumento de la biogénesis
mitocondrial a traves del perfil MitoBio, que representa vias de sefializacion mitocondrial
entre las que se engloban el lumen mitocondrial, la organizacion y biogénesis, las
membranas interna y externa mitocondriales, la cadena respiratoria y OXFOS, entre otros.
De forma que el aumento de esta “firma” molecular estd relacionado con recaidas

tempranas de la enfermedad, asi como con muertes prematuras (104). Ademas, y al igual
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que en otros canceres como se ha descrito previamente, se ha relacionado que la alteracion
del metabolismo celular reduce el efecto terapéutico de los farmacos usados de manera
cotidiana como son bortezomib y melfalan, debido al desarrollo de resistencias (94).

En los casos de resistencia a inhibidores del proteasoma, al tener aumentados los
niveles de ATP en relacion con el aumento de actividad del ciclo de Krebs y por tanto la
promocion de OXFOS, se ha sugerido que pueden ser particularmente sensibles a
farmacos dirigidos a la funcion mitocondrial o actividad metabélica (105, 106).

Ademas de los farmacos usados de manera cotidiana, aquellos dirigidos al alterado
metabolismo de la glucosa como el inhibidor de GLUTA4, ritonavir, han mostrado cémo
las células de MM sobreviven a la privacion de glucosa, pudiendo deberse a la
participacion de OXFOS. Es por ello que se ha probado de forma efectiva la estrategia de
combinacion con un inhibidor de OXFOS como metformina para asi evitar la aparicion

de resistencia (107).

2.2.4. MYC: Marcador biolégico en MM

El oncogén MYC se encuentra en humerosos canceres humanos y contribuye al
crecimiento tumoral, la proliferacion, replicacion de ADN, transcripcion, biosintesis
proteica y metabolismo alterado, escapando de los mecanismos antitumorales como son
apoptosis, parada del ciclo celular y senescencia. La proteina MYC esta sobreregulada a
nivel transcripcional en MM, mas concretamente en las ultimas etapas de la progresion
del MM correlacionandose con una pobre supervivencia (94). Por tanto, la desregulacién
del gen MY C esta relacionada con la patogénesis del MM. En concreto, MYC (oncogén
homologo v-myc de la mielocitomatosis viral) es un oncogén con varias funciones
importantes a nivel celular y nuclear, y cuya activacion regula numerosos genes
involucrados en la transcripcion y en la traduccion mitocondrial, en la importacion de

proteinas y en el ensamblaje de los complejos mitocondriales (100, 108).

MYC se ha descrito como un proto-oncogén implicado en numerosos canceres,
incluyendo leucemias y linfomas (87, 109, 110). En MM se conoce su expresion aberrante
debido a recurrentes alteraciones cromosomicas (91) y estudios previos han demostrado

cdmo su expresion esta involucrada en la progresion del MM desde los primeros estadios
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de discrasias de células plasmaticas, incluyendo GMSI y SM al desarrollo del MM (111).
Numerosos autores han reportado que la falta de regulacion de MY C estéa relacionada con
una reducida supervivencia libre de progresion en MM (112). Ademas, se ha descrito que
la transcripcion directa de MY C promueve cambios en las dindmicas mitocondriales que

influyen en la resistencia a farmacos (113).

Como se ha referido anteriormente, la sobreexpresion de MYC presenta unos
efectos exagerados en la biogénesis mitocondrial, en el metabolismo oxidativo, asi como
en la sensibilidad a inhibidores de OXFOS (114). Ademas, se conoce que MYC estimula
la biogénesis mitocondrial en pacientes con MM en comparacion con células plasmaticas
sanas (104). Por ello, el control de la expresién de MYC se ha propuesto como un logro
significativo en la lucha contra el MM (111).

Sin embargo, a nivel farmacoldgico MYC no es una molécula que pueda ser
susceptible de tratamientos. En este contexto, se ha propuesto que las interacciones
sintéticas letales puedan ser exploradas como una alternativa a la que dirigir los
tratamientos de MYC. EI principio de letalidad sintética se basa en la propia letalidad
resultante de la interaccion simultanea de factores que no serian letales en forma aislada,
por ejemplo basadas en relaciones directas de unas moléculas con otras que de normal

son beneficiosas pero si se produce algin cambio en esta interaccion puede resultar letal.

En base a esta estrategia, Hsieh y colaboradores proponen que la privaciéon de
nutrientes puede llevar a la muerte celular, pues las células que sobreexpresan MYC son
adictas a la glucosa y a la glutamina (115). Estudios previos han descrito la dependencia
de las células de MM a la glutamina para su supervivencia y que a su vez influye en la
expresion del propio MYC (93). Por tanto, MYC es un regulador maestro tanto de
neoplasias b como del mieloma multiple, asi como de la biogénesis mitocondrial, y
fuertemente implicado en la respuesta al tratamiento y prondstico de la patologia, lo que

sugiere su potencial explotacion terapéutica.
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El mieloma mdltiple es un tipo de cancer hematoldgico actualmente incurable con
una elevada incidencia y mortalidad ya que la mitad de los pacientes fallecen 5 afios tras
su diagnostico. La incidencia global anual es de 5 habitantes por cada 100.000 y afecta
fundamentalmente a personas mayores de 65 afios. Es una enfermedad muy heterogenea
por lo que a pesar de los recientes avances clinicos como el desarrollo de nuevas terapias
el manejo de la enfermedad sigue suponiendo un desafio y la prevalencia continla
aumentando debido al envejecimiento de la poblacion. En la ultima década la
supervivencia se ha incrementado, sin embargo el paciente de mieloma acaba
progresando y los pacientes recaen, en parte debido al desarrollo de resistencias a los

farmacos empleados.

El metabolismo de las células de mieloma multiple se encuentra alterado y
contribuye a la transformacion maligna. Hasta ahora, la implicacion de la actividad
mitocondrial en la patogénesis del mieloma multiple no ha sido esclarecida. Esta
dependencia en la mitocondria y su implicacién en la reprogramacion metabolica han sido
puestas de manifiesto mediante estudios que las relacionan con la progresion maligna de
la enfermedad y el desarrollo de resistencias a los tratamientos habituales. Estos
argumentos sugieren que el mieloma es altamente dependiente de alteraciones del
metabolismo, y la explotacion terapéutica de los mismos, supone estrategias
prometedoras en el desarrollo de nuevos tratamientos de la enfermedad.

Por otro lado, la participacion de oncogenes asociados al cancer como MYC
también contribuye a la transformacion maligna de las células. De hecho, MYC participa
activamente en la regulacion de vias metabdlicas por lo que la alteracion de esta molécula
estaria jugando un papel significativo en la reprogramacion metabdlica del mieloma
multiple. Concretamente, MYC esta involucrado en la biogénesis mitocondrial, sin
embargo, aun se desconocen las consecuencias de la implicacion de la mitocondria en la
enfermedad. Por todo ello es necesario llevar a cabo estudios que permitan esclarecer los
mecanismos por los cuales el metabolismo mitocondrial podria estar implicado en el

desarrollo y progresion del mieloma multiple.
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3.1. HIPOTESIS

La hipotesis de partida de este estudio se basa en que las células plasmaticas sufren
alteraciones de la actividad mitocondrial asociados a la progresion del mieloma multiple,
llegando incluso a estar implicados en el desarrollo de resistencias a los farmacos
habituales. Por otro lado, la explotacion terapéutica mediante inhibidores de la
mitocondria, como tigeciclina, junto con las primeras lineas de tratamiento de la
enfermedad, como bortezomib, supondrian una potencial nueva diana terapéutica frente
a la patologia del mieloma multiple. Por lo tanto, el tratamiento con tigeciclina constituiria
una buena opcion terapéutica para evitar la proliferacion maligna de las células

plasmaticas y su posible resistencia a los farmacos habituales.

3.2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta estos antecedentes los objetivos propuestos en la presente tesis

doctoral fueron los siguientes:

1. Caracterizar fenotipicamente la actividad mitocondrial en lineas celulares
y en células primarias de pacientes de mieloma multiple en distintos

estadios de la enfermedad, y su implicacion en la progresion de la misma.

2. Establecer un modelo celular y desarrollar un modelo murino de trabajo
para representar la enfermedad del mieloma mdultiple con alterada

actividad mitocondrial.

3. Estudiar el impacto de la explotacion terapéutica del metabolismo
mitocondrial a traves del inhibidor de su actividad, tigeciclina en un
modelo celular in vitro, en células de pacientes ex vivo y en un modelo de

raton in vivo, en monoterapia y/o en combinacion con bortezomib
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4.1. MATERIALES

4.1.1. Lineas celulares

Para los ensayos de inhibicion de farmacos, de interferencia, de
inmunohistoquimica, de histoenzimatica, western blot (WB), la tasa de consumo de
oxigeno (seahorse) y de citometria se utilizaron las lineas celulares JJIN3, L363, OPM2,
U266, RPMI18226 y NCI-H929. Las lineas celulares OPM2, U266, RPMI18226 y NCI-
H929 proceden de células de pacientes con Mieloma Multiple (MM) y las lineas JIN3 y
L363 proceden de células de pacientes con leucemia de células plasmaticas. Cuatro de
ellas (JJN3, L363, OPM2 y U266) se obtuvieron del repositorio celular “German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH” (DSMZ, Braunschweig,
Alemania), la linea RPMI-8226 fue amablemente cedida por Christopher Driessen
(Kantonsspital, St. Gallen, Suiza) y la linea NCI-H929 por Joaquin Teixid6 (Centro de

Investigaciones Biologicas, CIB, Madrid, Espafia).

4.1.2. Plasmidos.

Para obtener el lentivector con el que conseguir la generacion de las células JJN3-
ffLuc-GFP y llevar a cabo estudios de bioluminiscencia en ratones vivos, se produjo la
transfeccion de las células empaquetadoras 293T con los siguientes plasmidos

comerciales (Promega, Fitchburg, Wisconsin, Estados Unidos) (116):
e PRLL-ffLUc-GFP (plasmido de transferencia)
e pMD.Lg/PRRE (plasmidos de expresion Gag y Pol)
e pRSV.REV (plasmidos de expresion REV)
e pMD2.VSV.g (plasmido de expresion VSV)

Para conseguir la bioluminiscencia se usaron dos proteinas bioluminiscentes,
ffLuc o luciferasa de luciérnaga (en inglés firefly luciferase) y GFP o proteina

fluorescente verde (en inglés Green flourescent protein).
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4.1.3. Sondas Tagman y oligonucledtidos.

Para la cuantificacién de los niveles de ARNm (&cido ribonucleico mensajero) de
TUFM, TFAM, MYC, NRF1, y HNRNPK mediante PCR cuantitativa se emplearon los

siguientes ensayos Tagman, obtenidos de Applied Biosystems:
e Tagman Hs00607042_gH: para la cuantificacion del ARNm de TUFM humano.
e Tagman Hs01073349 g1: para la cuantificacion del ARNm de TFAM humano.
e Tagman Hs00153408 m1: para la cuantificacion del ARNm de MYC humano.
e Tagman Hs00602161 m1: para la cuantificacion del ARNm de NRFI humano.

e Tagman Hs03989611 gH: para la cuantificacion del ARNm de HNRNPK

humano.

e Tagman Hs00939627_m1: para la cuantificacion del ARNm de Bglucoronidasa
(GUSB) humano, utilizado como control interno.

Para el estudio del numero de copias mitocondriales (NC) los oligonucledtidos
utilizados en este trabajo fueron adquiridos en Thermo-fisher (Waltham, MA). En la tabla
5 se especifica el nombre y la secuencia en direcciéon 5°- 3’. Como referencia interna se
uso el gen nuclear RNAsa P (Control Reagents, Applied Biosystems P/N 4316844).

Oligonuclettidos para la amplificacion y deteccion del gen mitocondrial, 12S
ribosomal

Nombre Secuencia

12S Forward (mtF805) 5" CCACGGGAAACAGCAGTGAT 3’

12s Reverse (mtR927) 5 CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA 3
Sonda Tagman 12S ribosomal 6FAM 5" TGCCAGCCACCGCG 3" MGB

Tabla 5.- Descripcion de los oligonucledtidos (n=3) utilizados para el estudio del numero de copias
mitocondriales.

Para la cuantificacion del niumero de copias virales producidas en la transfeccion
los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo (tabla 6) fueron sintetizados por el Grupo
Taper (Alcobendas, Espafia).
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Nombre Secuencia

Albimina Humana Forward (Alb.F) 5" GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT3’
Albimina Humana Reverse (Alb.R) 5" ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC 3’
Psi forward (Psi.F): 5" CAGGACTCGGCTTGCTGAAG 3’
Psi reverse (Psi.R) 5’ TCCCCCGCTTAATACTGACG 3’

Tabla 6.- Descripcion de los oligonucledtidos (n=4) utilizados para la titulacion de particulas virales

generadas en la transfeccion.

4.1.4. Anticuerpos.

Los diferentes anticuerpos frente a antigenos humanos utilizados en este estudio

estan recogidos en las tablas 7, 8, 9 y 10.

Nombre Origen Dilucién Procedencia
Anti-OXPHOS Monoclonal de ratén 1:1000 Abcam, ab110411

Anti- HnRNP K Monoclonal de raton 1:1000 SantaCruz; D6, sc-28380
Anti-c-Myc Monoclonal de ratén 1:1000 Abcam, AB32072
Anti-Bactina Monoclonal de conejo 1:1000 Cell Signaling, #4967

Tabla 7.- Descripcion de los anticuerpos primarios usados para estudios de Western Blot (n=35).

Nombre Origen Dilucién Procedencia
Anti-IgG raton HRP Policlonal de cabra 1:10000 Dako, P0447
Anti-1gG conejo HRP Policlonal de cabra 1:2000 Dako, P0448

Tabla 8.- Descripcion de los anticuerpos secundarios usados para estudios de Western Blot (n=2).
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Nombre

Origen

Dilucion

Procedencia

Anti-mitocondria
[MTCO2]

Monoclonal de ratén

1:1000

Abcam, ab3298

Tabla 9.- Descripcion del anticuerpo usado para ensayos de inmunohistoquimica (n=1).

Nombre Origen Dilucién Procedencia

CD38-FITC Monoclonal de raton 1:100 BD, #340909

CD38-PE Monoclonal de ratén 1:100 Immunostep; D6, 38PE1-100T
PD-L1-PE Monoclonal de raton 1:100 BD, #557924
MICA/B-PE Monoclonal de ratén 1:100 Biolegend, # 320906
ULBP 1- PE Monoclonal de raton 1:100 R&D, #FAB1380P
ULBP 2/5/6- PE Monoclonal de raton 1:100 R&D, #FAB1298P
ULBP 3- PE Monoclonal de raton 1:100 R&D, #FAB1517P
CD155-PE Monoclonal de ratén 1:100 Biolegend, #337610
CD112-PE Monoclonal de ratén 1:100 Biolegend, #337410
CD138-PECy7 Monoclonal de ratén 1:100 Biolegend, #352318
PD-L2-APC Monoclonal de ratén 1:100 Biolegend, #345508
FAS L-APC Monoclonal de raton 1:100 BD, #564262

TRAIL R1, DR4-APC Monoclonal de ratén 1:100 Biolegend, #307208
TRAIL R2, DR5-APC Monoclonal de ratén 1:100 Biolegend, # 307408
HLA-E-APC Monoclonal de raton 1:100 eBiosciences, 17-9953-42
CD56-APC Monoclonal de raton 1:100 BD, #555518

Tabla 10.- Descripcion de los anticuerpos usados para estudios de citometria (n=16).

4.1.5. Sondas moleculares.

Las sondas empleadas en el estudio se especifican en la tabla 11.
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Nombre Diana Conce_ntracmn de Procedencia
trabajo

MitoTracker Green Mitocondria 150 nM Invitrogen, M7514

MitoTracker Red Mitocondria 150 nM Invitrogen, M22425

Tabla 11.- Descripcion de las sondas moleculares usados para estudios de citometria (n=2).

4.1.6. Enzima citocromo c oxidasa.

Para llevar a cabo el estudio de la actividad de la enzima citocromo ¢ oxidasa se
empleo polvo liofilizado de la enzima para llevar a cabo la reaccidn histoenzimatica (Bio-
Optica, #30-30115LY, Milan, Italia).

4.1.7. FArmacos.

Para llevar a cabo este trabajo, a continuacion (Tabla 12) se indican las dosis

empleadas de cada farmaco y el estudio para el que fueron utilizadas.

IN3SYR, Ensayos
1/5 250-0.08 nM RPMIB226, dosis-
L363 y NCI- respuesta
H929
4,6,8,9,10,11, 16 Generacion
NA nM N3 S resistentes
(fjgzm’z Inhibidor del
451013 ’ proteasoma (PI) Estudio
| 15 10-2nMme N3 S sinergias
HE-COX,
Citometria
NA 2ce 1IN3'S mitotracker
red, WBy
seahorse.
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Ensayos
1/5 10-0.4 nMvd JIN3SyR sensibilizacién
JIN3SYR, Ensayos
1/3 100-1.2 uM RPMI8226, dosis-
L363 y NCI- respuesta
H929
Estudio
1/3 100 - 1.2 pm2 IN3'S sinergias
HE-COX,
Citometria
NA 3.7 uM¢ JIN3'S mitotracker
redy WB
HE-COX,
T Citometria
Tigeciclina -
NA 3.7 uMe RPMI8226 i
(sellckehem, |0 e " mitotracker
#51403) redy WB
Citometria
con efectoras
NA 33y3.7uM RPMI8226 | (mitotracker
red y CD38)
N3 Sy Citometria
NA 33uM RPMI8226 ligandos
1/3 11-3.7 uMce JIN3S Seahorse
Ensayos
1/3 33-3.7 uve JIN3'S sensibilizacién
Ensayos
1/2 50-0.3 nM 1N3S dosis-
respuesta
Carfilzomib -
(Selleckchem, rlgre'::i?;:?;” 1/2 3.1-1.5nM JN3'S HE-COX
#52853) P
Citometria
1/2 3.1-0.7nM JUN3'S mitotracker
red
Ensayos
1/2 100 - 1 pg/ml RPMI8226 dosis-
Daratumumab respuesta
(Excedentes .
. Anticuerpo
hospital ’ ,
monoclonal Citometria
Darzalex, .
J ) (mitotracker
anssen 1/2 50 — 25 pg/ml RPMI8226 red y CD38) y
WB
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NA

25 pg/mi

RPMI8226

HE-COX

Jal
(Selleckchem,
#57110)

Inhibidor de
bromodominio
BRD4

1/2

5000 -39 nM

JN3SYR

Ensayos
dosis-
respuesta

1/2

5000 — 39 nMP

IUN3SyR

Estudio
sinergias

1/2

156 - 39 nMe

JN3SYR

Ensayos
sensibilizacion

1/2

312 - 78 nMf

N3 SyR

Ensayos
sensibilizacion

NA

78 nMg

JN3SYR

HE-COX, WB y
Citometria
mitotracker
red

Tabla 12 Descripcion de las dosis estudiadas de cada farmaco, para que ensayos se utilizaron y en qué lineas

celulares se estudio. JJN3 S, sensible a bortezomib; JIN3 R, resistente a bortezomib.

a, ¢ Bortezomib y tigeciclina se han usado a las dosis indicadas tanto en monoterapia como en combinacion.

b, g Bortezomib y JQ1 se han usado a las dosis indicadas tanto en monoterapia como en combinacion.

d sensibilizacion 48h con tigeciclina y a continuacion 48h bortezomib

e sensibilizacion 48h con bortezomib y a continuacion 48h JQ1

[f'sensibilizacion 48h con tigeciclina y a continuacion 48h JQ1
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4.2. METODOS

4.2.1. Obtencion y procesamiento de células primarias.

Se recogieron 110 muestras de pacientes en distintos estadios del MM (nuevos
diagnosticos y recaidas) y en estadios pre-malignos (ver Anexo 1) y 3 muestras de
donantes sanos acorde a la Declaracion de Helsinki y con la aprobacion del Comité ético
del Hospital 12 de Octubre (Madrid, Espafia) (CEIM 20/326). Ademas, los pacientes
firmaron un consentimiento informado, previo a la extraccion de la muestra, para ser
cedidas para uso en investigacion. Todas las muestras se obtuvieron por puncion de
médula 6sea. Los cilindros y aspirados fueron procesados para su posterior analisis. En
el caso de los cilindros, estos fueron fijados, decalcificados y posteriormente incluidos en
parafina para proceder al corte de las secciones de 0,3 um y su consiguiente tincion. Los
aspirados fueron directamente procesados mediante centrifugacién por gradiente de
densidad con Ficoll-Paque, a 400 x g durante 30 minutos con una aceleracion de 9 y una
deceleracion de 4 (17-1440-03, GE Healthcare Life Sciences, Suecia) para posteriormente
purificar las células plasmaticas de forma manual mediante separacion magnética con
microbolas CD138+ (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) segun indicaciones del fabricante y
asi poder usar la muestra en fresco para citometria y el estudio de la actividad de la enzima
citocromo ¢ oxidasa mediante ensayo histoenzimatico o congelarla para su ulterior

extraccion de DNA, RNA vy proteinas.

4.2.2. Cultivo de lineas celulares, generacion de resistentes y generacion
JIN3-ffLuc-GFP.

Todas las lineas empleadas fueron expandidas tras su recepcion para su posterior
congelacion en nitrogeno liquido creando asi una reserva para su uso. Las células se
mantuvieron en un incubador humidificado a 37 °C, bajo una atmosfera de 5 % de CO2
y se pasaron cada 2-3 dias. Ademas, se cultivaron en medio RPMI-1640 (BE12-167F
Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (SH30080.02, Hyclone, South Logan, USA) y 1X penicilina/estreptomicina
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(15140122, Gibco, Grand Island, NY). Ademas de las seis lineas, se generaron dos nuevas

utilizando el fondo genético de la linea JJN3.

Por un lado, se genero la linea JJN3 resistente a bortezomib (JJN3 R), a partir de
su linea parental. Se realizd6 un escalado progresivo de la dosis partiendo de una
concentracion inicial de 4 nM hasta una dosis final de 16 nM, tras confirmar que se
mantenia la viabilidad con la dosis previa, durante un periodo de cuatro meses (ver Tabla
13). Por otro lado, para su futuro seguimiento en un modelo murino, las células JJN3
fueron transducidas con el lentivector pRLL-luc/GFP, con el fin de que las células
expresen la luciferasa de luciérnaga y la GFP en una proteina de fusion dirigida por el
promotor del citomegalovirus (CMV). Previamente, los vectores lentivirales obtenidos en
la transfeccidn se titularon mediante diluciones seriadas para analizar el nimero de copias
del vector por PCR cuantitativa (QPCR) (ver apartado 4.1.3 de los oligonucledtidos
utilizados). Una vez conocida la titulacion viral se procedio con la transduccion. Para ello
se incubaron 1x10° células JIN3/ml con el lentivector en medio de cultivo RPMI més un
10% SFB. A continuacion se sometieron a un ciclo de centrifugacion a 1500 x g durante
2 horas y se completd la incubacion hasta las 24 horas posteriores. Finalmente, se
recogieron las células y se analizé la eficacia de la transduccion mediante expresion de
GFP por citometria de flujo en un citometro BD FACSCanto (Becton Dickinson,
Heidelberg, Alemania). Para conseguir el enriquecimiento en células ffLuc-GFP, estas se
expandieron en cultivo y se procedié a su separacion por expresion de GFP en un
dispositivo separador de citometria de flujo FACS BD INFLUX (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ).
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Generacion de la linea JJN3 R

18
16
14
12
10

Concentracion Borteomib (nM)

o N B OO

T O - O 4 O «+4 OV +d OV A O
< S N n © © NN 0 0 O O

101
106
111
116

Tiempo (dias)
Tabla 13 Esquema de la generacion de la linea celular JIN3 resistente a bortezomib (JJN3 R).

4.2.3. Andlisis de la expresion de genes mitocondriales: repositorio
COMMPASS y CanEvolve.

A traveés del repositorio virtual COMMPASS generado por la Multiple Myeloma
Research Foundation Personalized Medicine Initiatives (https://research.themmrf.org and

www.themmrf.org) se analizaron los datos de RNAseq (secuenciacion de ARN) de un
total de 770 muestras de pacientes con MM al diagndstico para ver la expresion de genes
relacionados con la biogénesis mitocondrial, factor de elongacion Tu de la traduccion
mitocodrial (TUFM), subunidad Il de la enzima citocromo ¢ oxidasa (COXII), MYC,
ribonucleoproteina K nuclear heterogénea (HNRNPK) y factor respiratorio nuclear 1

(NRF1) y su posible relacién con la supervivencia libre de progresion de los pacientes.

También se estudio la base de datos CanEvolve, en concreto el estudio GSE6477,
para evaluar la expresiéon de los genes MYC, TUFM, TFAM, HNRNPK y NRFI en
pacientes con GMSI, SM, MM al diagnostico, MM en recaida y donantes sanos. En esta
misma péagina, en la base de datos de firmas moleculares de las vias de la cadena
respiratoria mitocondrial, con 31 genes asociados y de la actividad de la citocromo ¢
oxidasa, con 13 genes asociados, se analizd la expresion diferencial de los genes

implicados en estas vias.
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4.2.4. Extraccion de ADN y ARN.

El ADN y ARN de las células purificadas CD138+ fue extraido mediante el kit
AllPrep DNA/RNA Mini Kit (80204, Qiagen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La concentracion y pureza de los ADN y ARNSs obtenidos se evalu6 por
espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop (Thermofisher Scientific, Waltham
MA, USA). La concentracion se calculo teniendo en cuenta el valor de absorbancia a una
longitud de onda de 260nm y su pureza se obtuvo de la relacién de absorbancias

A260/280, debiendo presentar un valor alrededor de 2, indicativo de dptima pureza.

4.2.5. PCR atiempo real (RT-PCR), PCR de trascripcion reversa (RT-
PCR) y PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

Las muestras de ADN total, previamente cuantificadas espectrofotométricamente,
se emplearon para el estudio del nimero de copias mitocondriales. Para la amplificacién
del ADNmt se usaron la sonda TagMan ribosomal 12S y los oligonucleotidos 12S forward
mtF805-New y 12S reverse mtR927, ver en apartado 4.1.3. Para la amplificacion del
ADNnN se empled el kit comercial TagMan RNAseP Control Reaction Kit (4316844,
Applied Biosystems™), ver en apartado 4.1.3. Ademas, se empled la master mix FG
TagMan Universal PCR Master Mix (4305719, Applied Biosystems). Finalmente, se
realizd una curva patron construida a partir de dos plasmidos, uno con un inserto
mitocondrial (122 pb, nt805-nt927) y otra con un inserto nuclear (87 pb de la RNAsa P).
Para su clonaje se usé el kit TOPO® TA Cloning® Kit (450030, Thermo Fisher)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La identidad de los insertos se confirmo
mediante secuenciacion directa. A partir de los clones seleccionados, previa
amplificacion, se extrajo su ADN y se cuantificd. Estos fragmentos de ADN se emplearon
como calibrador, permitiendo el célculo del NC de ADNmt y ADNn dividiendo su
concentracion entre el peso molecular de cada molécula del plasmido. A partir de la
mezcla de estos plasmidos (calibrador, N) se gener6 una curva de calibracién con 7 puntos
(tabla 14).
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N 30puL N - 90x10°8 900000
N1/3 10puLN 20 30x108 300000
N 1/9 10 puL N/3 20 10x10° 100000

N 1/27 10 pL N/9 20 3333333 33333
N 1/81 10 pL N/27 20 1111111 11111
N 1/243 10 pL N/81 20 370370 3704
N 1/486 10 pL N/243 20 185185 1852

Tabla 14 Condiciones de preparacion de la curva de calibracion para la estimacion del niimero de copias
de ADNmt.

La RT-PCR se llevo a cabo en el termociclador (Roche Life Science) siguiendo
las condiciones detalladas en la Tabla 15. La relacion de copias 12S/RNAsaP se calculd
analizando la cantidad relativa de ADNmt respecto el gen de referencia a partir de sus
respectivos Cts (ADNmt/ADNN).

Master Mix 2X 10 _
Primer 125 F 5 uM 0.5 1 1 2 min 50 °C
Primer 125 R 5 pM 05 1 2 10 min 95 °C

Sonda 1255 uM 0.5 3 15 95 °C
45
Kit RNAsaP 20X 1 4 60s 60 °C
Agua 2.5
Muestra ADN 5

Tabla 15 Mezcla de reaccion para la cuantificacion del niimero de copias de ADNmt (izquierda). Programa

del termociclador para llevar a cabo la RT-PCR (derecha).
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La retrotranscripcion del ARN se llevo a cabo usando el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription factor (4368814, Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones

del fabricante, condiciones detalladas en la Tabla 16.

10x RT buffer 2
25x dNTP Mix (100mM) 0.8 1 25 10 min
10x RT random primers 2 2 37 120 min
Multiscrib reverse transcriptase 1 3 85 5 min
Rnase Inhibitor 1 4 4 w
Nuclease-free H,0 3.2
Muestra ARN 10

Tabla 16 Izquierda, mezcla de reaccion para la generacion de ADNc. Derecha, condiciones de la

retrotranscripcion.

El ADNc obtenido fue empleado directamente en una PCR cuantitativa. La
cuantificacion de los niveles de expresion de los genes TUFM, TFAM, MYC, NRF1I,
HNRNPK se realiz6 usando sondas Tagman especificas para cada uno de ellos y el gen
B-glucuronidasa se usé como control enddgeno, ver apartado 4.1.3. Todos los ensayos de
PCR cuantitativa, cuyas condiciones se detallan en las tablas 17, se realizaron por
triplicado con el equipo 7500HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Los
datos obtenidos se analizaron usando el programa SDS 2.2.

20X TagMan Gene Expression Assay 0.5
2X TagMan Gene Expression Master Mix 5
Muestra ADNc 2
Agua libre RNAsa 25
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Ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 2 min 50 °C
2 10 min 95°C
40
3 15s 95°C
4 1 min 60 °C

Tabla 17 Arriba, mezcla de reaccion para la cuantificacion de la expresion de ARN mensajero. Abajo las

condiciones de la qRT-PCR.

4.2.6. Extraccion de proteinas.

Para la obtencion de los extractos totales de proteinas, las células empleadas se
recogieron tras los experimentos de viabilidad con los farmacos descritos en la Tabla 12
y fueron lavadas con PBS 1x (BE17-516F, Lonza). A continuacion, se resuspendieron
1x106 células en 200 pl de buffer RIPA (Tris HCI 50mM pH 8, NaCl 150 mM, triton 1%,
deoxicolato 0,5%, SDS 0,1%, inhibidores de proteasas, inhibidores de fosfatasas, DNAsa
1 100U/ml, agua destilada). Durante media hora en frio fueron agitadas en vortex cada 5
minutos para lograr una mejor lisis. Posteriormente se centrifugaron a 14.000xg durante
5 minutos a 4 °C para separar los restos celulares del sobrenadante con las proteinas. La
concentracion de proteinas se cuantifico utilizando el método Bradford (5000006, Bio-
Rad, Hercules, CA, USA).

4.2.7. Separacion de proteinas por electroforesis (Western Blot).

Los extractos de proteina de las muestras (46,7 g de proteina total por condicion
estudiada) se separaron mediante electroforesis unidimensional de geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 10% en un equipo Mini-PROTEAN (1658030,
BioRad). El voltaje para la electroforesis se mantuvo a 100 V durante aproximadamente
2 horas o hasta que las bandas de las proteinas méas pequefias (10kDa) alcanzaran el frente.

A continuacidn, se procedio a su transferencia a membranas de difluoruro de polivinilo
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PVDF (1620177, Bio-Rad), previamente activadas con metanol durante dos minutos. Las
condiciones impuestas para la transferencia fueron 400mAmp constantes durante 1 hora
y 30 minutos a 4 C. Las membranas se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente en solucion de bloqueo TBS 1X (Tris Buffer Salino), 0,1% Tween 20, 3% BSA
y agitacion suave. Posteriormente, se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario
correspondiente en solucién de incubacion (TBS 1X, 0,1% Tween 20, 0,3% BSA) bajo
las condiciones establecidas para cada anticuerpo (detalladas en el apartado 4.1.6). Las
membranas se lavaron cinco veces durante 30 minutos con la solucién de incubacion y se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
correspondiente en solucion de incubacion. A continuacion, se realizaron cinco lavados
de las membranas durante media hora con TBS 1X, 0,1% Tween 20. Para el revelado se
procedio a la deteccion quimioluminiscente de las bandas con el kit Clarity Western ECL
substrate; (1705061, Bio-Rad). Las densitometrias se llevaron a cabo con el Software
Image Lab version 5.2.1. (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA USA) normalizando, para
cada muestra, determinando la ratio de la sefial obtenida para cada proteina estudiada
frente a la sefial correspondiente de la Pactina. Finalmente, todas las muestras se

expresaron como valor relativo frente a la condicion control.

4.2.8. Determinacion de los niveles de COXII por Inmunohistoquimica.

Las secciones obtenidas al cortar el bloque de parafina con la muestra del cilindro
fueron desparafinadas con xilol, rehidratadas con concentraciones decrecientes de alcohol
y tefiidas con el anticuerpo COXII bajo las condiciones establecidas en el apartado 4.1.6.
Se realizd una contra-tincion con hematoxilina de Carazzi (255298.1610, PanReac
AppliChem, Darmstadt, Alemania) y se montaron con DPX (06522, Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA). Las iméagenes se clasificaron en una escala de intensidad de 0 a 3,
siendo 3 la mayor intensidad de tincion. Todas las muestras se evaluaron bajo condicién
de doble ciego. Para su visualizacion se empled el microscopio dptico Olympus AX70
(Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japon) y para la captura de las imagenes se uso el

software Olympus CellSens Imaging version 1.16 (Olympus).
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4.2.9. Medicion de la actividad enzimatica del complejo 1V de la cadena

respiratoria (citocromo c oxidasa): histoénzimatica de COX (HE-COX).

Las muestras frescas purificadas CD138+ o las células de LC recogidas tras los
experimentos de viabilidad con farmacos descritos en la Tabla 12, se centrifugaron en un
citospin (700 x g, 5 min., Shandon Single Cyto Slides™; ThermoFisher) para quedar
adheridas al portaobjetos. Para determinar la actividad enzimética de la citocromo c
oxidasa mediante inmunocitoquimica se adaptdé el protocolo del fabricante (puesto a
punto en células musculares (117) ) a las muestras de médula 6sea. Para ello, se requirio
la hidratacion del polvo liofilizado (reactivo A) con una solucion de restauracion (reactivo
B) provistas en el kit, agitandose hasta su completa disolucion, segun indicaciones del
fabricante. Una vez rehidratada la tincion se procedio a incubar las muestras a 37 °C
durante 1 hora y 30 minutos. Se prosiguié con un lavado de 5 minutos y fueron tefiidas
con hematoxilina (Panreac) durante 2 minutos. Se lavaron de nuevo durante 5 minutos y
se procedid a su deshidrataciébn mediante inmersion en concentraciones crecientes de
alcohol, xilol y su posterior secado para ser montadas con DPX. Para su estudio se emple6
el mismo microscopio éptico Olympus AX70 bajo condiciones de doble ciego y para la
captura de las imagenes se us6 el software Cellsens. La cuantificacién se realiz en base
a una clasificacion por la intensidad de tincion en una escala de 0 a 4, siendo 4 la mayor

intensidad de tincion registrada en la muestra.

4.2.10. Citometria de flujo.

Las muestras procedentes de los aspirados medulares y las condiciones de las
lineas celulares recogidas tras los experimentos de viabilidad con farmacos descritos en
la Tabla 12 fueron analizadas por citometria de flujo. Se llevaron a cabo cuatro tipos de
estudios. 1) Caracterizacién de la expresion de CD38. Las células se incubaron durante
30 minutos a temperatura ambiente con CD38-PE (ficoeritrina). 2) Estudio de las
variaciones poblacionales en el porcentaje total de células plasmaticas CD38+/CD138+
tras 48 horas de tratamiento con las distintas condiciones bajo estudio (control,

bortezomib 2 nM, tigeciclina 3.7 UM y la combinacién de bortezomib y tigeciclina). Las
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células se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con CD38-FITC
(isotiocianato de fluoresceina) y CD138-PECy7 (ficoeritrina-cianina). 3) Evaluacion del
contenido mitocondrial y el potencial de membrana mitocondrial con las sondas
MitoTracker Green y Red (Thermofisher) respectivamente. Tanto las lineas celulares
como las muestras de pacientes se incubaron durante 10 minutos a 37 °C con 150 nM de
MitoTracker Green o con 150 nM de MitoTracker Red. 4) Analisis de la expresion de
doce ligandos en 5 grupos segun su relacién, siendo un grupo formado por cuatro de los
ligandos del receptor activador NKG2D (MICA/B, ULBP1, ULBP2/5/6, ULBP3), otro
formado por tres de los ligandos de apoptosis (FAS, TRAIL-DR4, TRAIL-DR5), otro
formado por dos de los ligandos virales (CD155, CD112), otro formado por dos de los
ligandos de muerte programada (PD-L1y PD-L2) y un tltimo grupo con HLA-E (ligando
del receptor inhibidor NKG2A). Las células se incubaron en PBS con 3% de SFB y 3 mM
EDTA durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Seguidamente se
centrifugaron y se resuspendieron en PBS, para poder ser analizadas por el citometro de
flujo FACS Canto Il (BD Biosciences). La recogida de datos se hizo a través del programa
FACS Diva en el que se registraron 1x10° de eventos por condicion. En todos los estudios,
para la deteccion de la apoptosis, las células fueron tefiidas con DAPI (4 ',6-diamidino-2-
fenilindol). Los resultados se analizaron con el programa FlowJo10 version 10 (FlowJo
LLC, Ashland, USA).

4.2.11. Medicion de la tasa de consumo de oxigeno mediante Seahorse.

Para medir la tasa de consumo de oxigeno se empled un analizador de flujo
Seahorse XF96 con el Kit Mito Stress Test (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
Como describe Abdul-Aziz, A. M. et al (118). Se dispusieron en una placa P96, 30.000
células por pocillo en 30 pl de medio de cultivo y se dejaron los pocillos de las esquinas
como control blanco (solo con medio). Previo al experimento se reemplazo el medio por
175 ul de medio especifico para ensayo Seahorse (10 mM, 400 pl glutamina, 400 pl
piruvato, 160 ul glucosa) incubandose durante una hora a 37°C sin CO2. A continuacion,
se incubd con los siguientes inhibidores a las siguientes concentraciones: 1 puM
oligomicina, 0.5 and 0.75 uM Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP)

y 1 uM rotenona y antimicina A. Se establecié un patron de lecturas cada 8 minutos
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durante 2 horas. Tras los tres primeros puntos temporales se inyectaron los siguientes
farmacos: 0.05% dimetilsulféxido (DMSO) como control, 2 nM bortezomib, 3.7 uM
tigeciclina, 11 pM tigeciclina, 2 nM bortezomib + 3.7 uM tigeciclina, y 2 nM bortezomib
+ 3.7 UM tigeciclina, ver tabla 12. Para su representacion se calculo la ratio de las tasas
de consumo de oxigeno de las medidas de cada punto temporal normalizandolo respecto

al del control.

4.2.12. Ensayos citotoxicidad (dosis-respuesta).

Para la realizacién de las curvas de dosis respuesta a la accion de los farmacos,
tigeciclina, bortezomib, carfilzomib, JQ1 y daratumumab; o de sus combinaciones (Tabla
12) se procedio a sembrar 50.000 células por pocillo en placas p96 con las diluciones
pertinentes de cada farmaco. Tras 48 h de incubacion, las células fueron centrifugadas e
incubadas con calceina AM (56496, Sigma-Aldrich) a una concentracion de 10 uM en
medio RPMI8226 sin suplementar durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. A
continuacion, se centrifugaron a 400 x g y se resuspendieron en 100 pl de medio sin suero
para su lectura en el lector de placas EnSpire Multimode Reader (PerkinElmer, Waltham,
MA). Los datos de absorbancia fueron recogidos a una longitud de onda de excitacion de
496 nm y de emision de 516 nm. El andlisis de los resultados se llevd a cabo acorde a la
siguiente formula, siendo “x” el valor de la absorbancia en cada punto, “medio” el valor
obtenido de los pocillos que s6lo contenian medio y DMSO el valor de los pocillos con
las células sin tratar:

x — medio
DMSO — medio

* 100 = % de supervivencia

Tambien se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad con daratumumab en
presencia de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Estos experimentos

se realizaron en 4 horas.

Otro conjunto de experimentos para analizar la citotoxicidad, fueron los estudios
de sensibilizacion a farmacos. En estos ensayos las células se incubaron con bortezomib

o0 tigecicilina durante 48h y, a continuacion, se incubaron con un segundo farmaco
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(bortezomib o JQ1) por otras 48h. Las condiciones de los diferentes ensayos estan

recogidas en la tabla 12.

4.2.13. Estudio de las sinergias entre farmacos.

Los resultados de los ensayos de citotoxicidad de los farmacos en combinacion
(ver tabla 12) fueron sometidos a un analisis de sinergia para comprobar su potencial
sinérgico o antagonico. Para ello, los datos fueron incluidos en el programa CompuSyn
(ComboSyn Inc., Biosoft; Cambridge, UK). Los valores obtenidos representan el llamado
“indice de combinacion” (CI, combinatory index) que define los efectos de sinergia,
adicion y antagonismo como <1.0, 1.0 y >1.0, respectivamente, acorde al teorema de
Chou-Talalay (119). A nivel grafico, se representa el efecto (100% - % supervivencia) de
cada dosis estudiada de cada farmaco, siendo en el eje de ordenadas los datos
correspondientes al farmaco A y en el de abscisas los datos del farmaco B. Los puntos en
cada eje que se corresponden con la dosis isoefectiva se unen por una recta que representa
la linea de adicion o de no interaccion. De esta forma, los puntos, resultantes de las
combinaciones de los farmacos, que queden representados por debajo de la linea de

aditividad tendran un indice de combinacion < 1, indicando la sinergia de la combinacion.

4.2.14. Generacion de un modelo animal de MM humano.

Los animales usados en este trabajo se estabularon en el Animalario del CNIO con
cddigo de registro ES2807900001B6. El estudio fue supervisado y evaluado por un
Comité de Etica de la Investigacion y Bienestar Animal, asi como por un Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion y se realizé acorde al
protocolo aprobado PROEX 023/17. Todos los medios materiales y de diagnostico (como
el sistema IVIS, del inglés in vivo imaging system) utilizados son de uso exclusivo en

animales de experimentacion y se encuentran dentro de las instalaciones del CNIO.
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4.2.14.1. Ratones NSG

Para la generacion del modelo animal se utilizaron 40 ratones hembras NOD Scid
gamma (NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wjl/SzJ) de entre 6 y 8 semanas de edad. Se
mantuvieron en cubetas con 5 animales, en racks ventilados bajo un ambiente controlado
libre de patdgenos, a una temperatura constante y con ciclos de 12h de luz 12h de
oscuridad. Se les administr6 comida y bebida ad [libitum. Estos ratones son
completamente inmunodeficientes debido a las dos mutaciones que llevan, la
inmunodeficiencia severa combinada (scid) y la falta de alelos para el receptor de IL2
(IL2rgnull). Antes de proceder con el experimento se pesaron, se marcaron las orejas y
se cogid una muestra de sangre, recogida en tubos con EDTA (Vacutainer, BD). Todos

los materiales fueron desinfectados entre ratén y raton.

4.2.14.2. Técnica de injerto del mieloma multiple

Se generd un modelo de enfermedad sistémica por xenoinjerto a través de una
inyeccion intravenosa via vena caudal. Previamente, se llevd a cabo una prueba piloto
con 3 animales para comprobar si el injerto del mieloma se producia correctamente sin
necesidad de someter a los ratones a irradiacion. Para la realizacién del injerto se dispuso
a los animales bajo campana de seguridad biologica y se inmovilizaron en un cepo para
proceder a la inoculacion de 1x10° de células JIN3-ffLuc-GFP (resuspendidas en 100 pl
de PBS) o el mismo volumen de solucién salina al 0.9%, como control, por la vena caudal
de la cola. Se emplearon agujas hipodérmicas 25G (Braun). Seguidamente se ejercio
presion en el punto de inoculacion por unos segundos y se les fue devolviendo a su cubeta.
Los animales fueron monitorizados una vez a la semana mediante control del peso,

extraccion de sangre y por imagen in vivo (medicion de la bioluminiscencia).
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4.2.14.3. Bioluminiscencia para el sequimiento del modelo animal

El sistema IVIS Imaging system 200 (Xenogen) se empled para capturar imagenes

de bioluminiscencia de los animales vivos. El equipo cuenta con una camara oscura con

un sistema integrado de anestesia para mantener a cinco animales en paralelo anestesiados

para la captura de imagenes. Se administr6 por via intraperitoneal (IP) una dosis de 150

mg/kg por ratén de D-Luciferina (88291, Thermofisher) y a continuacién se sedaron con

2-3% isofluorano. Se dispusieron en la cAmara para proceder a la captura de iméagenes.

Los animales se empezaron a monitorizar pasados 7 dias del injerto, y posteriormente una

vez a la semana para evaluar la distribucion de las células. Para este procedimiento,

siguiendo el fundamento de las 3Rs, en base a los principios de reduccion, refinamiento

y reemplazo, solo se emplearon 5 animales de cada grupo.

4.2.14.4. Esquema de tratamientos

Los animales fueron clasificados aleatoriamente en cuatro grupos de 10 animales

cada uno para evaluar las condiciones de tratamiento aplicadas. De esta forma, a los 4

dias de realizar el injerto, se comenz6 con el tratamiento:

Control: inoculacién IP de vehiculo, solucion salina 0.9%, 5 dias a la semana

durante 4 semanas.

Tratamiento 1: inoculacion IP de bortezomib a 0.2 mg/kg, 5 dias a la semana

durante 4 semanas.

Tratamiento 2: inoculacion IP de tigeciclina a dosis crecientes empezando por
50 mg/kg 5 dias a la semana durante las 2 primeras semanas, continuando por

75 mg/kg la tercera semana y por 100 mg/kg la cuarta semana.

Tratamiento 3: inoculacion IP de la combinacion bortezomib y tigeciclina,
siendo bortezomib a 0.2 mg/kg, 5 dias a la semana durante 4 semanas, y
tigeciclina a dosis crecientes empezando por 50 mg/kg 5 dias a la semana durante
las 2 primeras semanas, continuando por 75 mg/kg la tercera semana y por 100
mg/kg la cuarta semana.
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4.2.15. Analisis estadistico.

Cada experimento se realizd al menos por triplicado. Los resultados obtenidos se
analizaron con el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) y SPSS v23.0 (IBM Corporation, New York, USA). Para contrastar la hipdtesis de
normalidad de la poblacién abajo estudio se realizd el test Kolmogorov-Smirnof. Los
datos con distribucion normal se analizaron realizando un test t de Student para la
comparacion de dos grupos entre si 0 ANOVA de una via entre mas de dos grupos. En el
caso de datos no paramétricos, se usO el test Mann-Whitney o Kruskal-Wallis
respectivamente. La supervivencia libre de progresion (SPF) se analiz6 mediante curvas
Kaplan-Meyer. Los p valores < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
Todos los datos se representan como la mediazEE (error estandar). Mas detalles sobre los
analisis estadisticos realizados vienen indicados en la leyenda de cada figura y en la

seccion de resultados.
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5. RESULTADOS
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5.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA MITOCONDRIAL.

5.1.1. Estudio de genes y firmas moleculares relacionados con la

mitocondria. Caracterizacion fenotipica mitocondrial.

Como primera aproximacion a la caracterizacion fenotipica mitocondrial de las
células plasmaticas de pacientes en distintos estadios del MM, procedimos a estudiar
algunos de los genes implicados en la biogénesis mitocondrial. Para ello, nos apoyamos
en los resultados previos de Ruiz-Heredia et al., donde se demostraba el aumento del
namero de copias de ADNmt seguin progresa la enfermedad (120). Para comprobar si ese
aumento del ADNmt esta acompafiado del aumento de la expresion de genes relacionados
con la mitocondria, se analizaron los datos publicados en dos repositorios digitales y los

obtenidos de las muestras de pacientes del Hospital 12 de Octubre.

5.1.1.1. Anédlisis en repositorios digitales: COMMPASS vy canEvolve:

Los resultados obtenidos tras el analisis de supervivencia en la base de datos
COMMPASS reflejaron que las cohortes de pacientes establecidas con una elevada
expresion de los genes TUFM, COXII, MYC, NRF1'y HNRNPK presentaban diferencias
significativas en cuanto a la supervivencia libre de progresién (SLP) respecto a la cohorte
de pacientes estratificados como de “baja expresion” (p < 0.05) (Figura 12). La cohorte
de pacientes con elevada expresion de TUFM presento un hazard ratio (HR) de 1.3. En el
caso de COXII el HR fue de 1.54; para MYC de 1.16; para NRF1 de 1.23 y para HNRNPK
de 1.29. Ademas, en el analisis realizado comparando las cohortes que presentaron una
elevada expresion de los genes TUFM, COXII, MYC, NRF1, HNRPK simultaneamente
frente a aquellos que no la presentaron, reveld diferencias significativas en la SLP (Figura
12).
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Figura 12.- Correlacion de la expresion de los genes MYC, TUFM, COXII, NRF1 y HNRNPK, separados y/o

agrupados, con la supervivencia libre de progresion en una cohorte de pacientes con MM al diagnostico (n=770).

Esta informacion se complementd

depositados en el repositorio de “canEvolve”

con analisis realizados a partir de datos

. Cuando se compard la expresion génica de

los pacientes con estadios pre-malignos del MM, es decir, con GMSI 0 SM frente a la de

sujetos sanos, solo se encontraron diferencias significativas en la expresion del gen

TFAM, (Figura 13a-b). Sin embargo, al estudiar los pacientes diagnosticados de MM,

tanto al diagnostico como en la recaida, se

observO que, en comparacion con sujetos
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sanos, los pacientes de MM presentaban un aumento en la expresion de los genes TFAM,
TUFM, MYC, HNRNPK 'y NRF1 (Figura 13c-d).
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Figura 13.- Mapas de calor con la expresion de los genes MYC, TUFM, TFAM, NRF1 y HNRNPK en
cohortes de donantes danos (n= 15) y de pacientes con GMSI (n=22), SM (n= 24), MM al diagnéstico (n=73) y MM
en recaida (n= 28) de la base de datos canEvolve. a) Normal (control) versus GMSI; b) normal versus smoldering; c)

normal versus MM al diagnostico; d) normal versus MM en recaida;

Con el fin de estudiar si estas alteraciones estaban debidas al progreso clinico de
la enfermedad, se realiz6 una comparacion entre los distintos estadios de MM. Al
comparar las cohortes de los estadios pre-malignos GMSI y SM, no se detectaron
diferencias en la expresion de ninguno de los genes estudiados (Figura 14a). Sin embargo,
al comparar la expresion de los pacientes con MM al diagnostico y en recaida con respecto
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a pacientes con GMSI, se apreciaron diferencias en la expresion de los cinco genes bajo
estudio (Figura 14b-c).
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Figura 14.- Mapas de calor con la expresion de los genes MYC, TUFM, TFAM, NRF1 y HNRNPK en
cohortes de donantes danos (n= 15) y de pacientes con GMSI (n= 22), SM (n= 24), MM al diagnéstico (n=73) y MM
en recaida (n= 28) de la base de datos canEvolve. a) GMSI versus smoldering,; b) GMSI versus MM al diagnéstico, c)
GMSI versus MM en recaida

También se evalud si esas diferencias existian al comparar los pacientes de MM
al diagnostico y en recaida con los pacientes con SM, y se verifico que los genes TFAM,
TUFM, MYC y HNRNPK mostraban un aumento en los pacientes al diagnostico y en
recaida, mientras que el gen NRF'I aparecia disminuido (Figura 15a-b).

76



Resultados

204881 _alNRF1
203178 _s_atTrAM

o -

200775 _s N
o |
208541 _x_aiTFAM
211279_abHAFT
204862_s_atNAF1

| £71280_s_etNAFY

g

m

vo3savas [ [

Figura 15.- Mapas de calor con la expresion de los genes MYC, TUFM, TFAM, NRF1 y HNRNPK en
cohortes de donantes danos (n= 15) y de pacientes con GMSI (n=22), SM (n=

24), MM al diagnostico (n=73) y MM
en recaida (n=

28) de la base de datos canEvolve. a) SM versus MM al diagndstico b) SM versus MM en recaida.

Por otro lado, los resultados de los analisis de expresion de las firmas moleculares
(Molecular Signatures Database [MSigDB]) de las vias estudiadas revelaron también un
aumento de expresion tanto en los pacientes al diagnostico como en los de recaida al
compararlos con donantes sanos. En la via de los complejos de la cadena respiratoria (31
genes) se observaron diferencias en los pacientes con MM al diagndstico y con recaida
respecto a los donantes (Figura 16a). Y en la via de la actividad de la citocromo c oxidasa,

también se observo un aumento en los pacientes al diagnostico y en recaida (Figura 16b).
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Figura 16.- Mapas de calor con la expresion de los genes MYC, TUFM, TFAM, NRF1 y HNRNPK en
cohortes de donantes danos (n= 15) y de pacientes con GMSI (n= 22), SM (n= 24), MM al diagnéstico (n=73) y MM
en recaida (n= 28) de la base de datos canEvolve. a) andlisis de enriquecimiento de la coleccion de genes
correspondientes a las firmas moleculares (MSigDB) de la via de la cadena respiratoria mitocondria; b) y de la

actividad de la citocromo ¢ oxidasa.
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5.1.1.2. Andlisis en pacientes del Hospital 12 de Octubre

Los resultados del analisis de la expresion de los genes MYC, TUFM, TFAM,
HNRNPK 'y NRF'1 por gPCR en los pacientes con GMSI, SM, MM al diagndstico y MM
en recaida mostraron las mismas tendencias que las observadas con los andlisis de las
bases de datos canEvolve y COMMPASS. En el caso de los genes TUFM'y TFAM se
observaron diferencias significativas entre los distintos estadios de la enfermedad. Al
aplicar el test t de Student se demostro que en el caso del TUFM, existian diferencias
significativas al comparar pacientes con GMSI con pacientes al diagnostico (p =0.003).
Sin embargo, al comparar la expresion con los pacientes en recaida no se encontraron
diferencias significativas (Figura 17a) con respeto a pacientes al diagnostico. Para el gen
TFAM, se encontraron diferencias significativas en la expresion del gen al comparar los
pacientes al diagndstico con los pacientes GMSI (p =0.013), e incluso al comparar los
pacientes con SM con los de GMSI (p = 0.004). Sin embargo, como sucedia en el caso de
TUFM, no se encontraron diferencias al compararlos con los pacientes en recaida (Figura
17b). Los analisis del gen MYC revelaron un aumento de su expresion segun progresaba
la enfermedad del MM. Al realizar el analisis test t de Student entre los distintos grupos,
se observaron diferencias significativas al comparar pacientes con GMSI con pacientes
con SM (p =0.04), con MM al diagnostico (p =0.03) y con MM en REC (p =0.006) (Figura
17¢). Respecto al estudio de los genes HNRNPK y NRF1 se mostro un ligero aumento de
la expresion en las recaidas, y tambien en el diagnostico para el gen NRF1, no obstante,

no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los grupos (Figura 17d-e).
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Figura 17.- Expresion de los genes implicados en la biogénesis mitocondrial por gPCR en cohortes de

pacientes con GMSI (n=9), SM (n=9), MM al diagndstico (n=18) y MM en recaida (n=11). Se representa el andlisis
estadistico t de Student. a) TUFM, ANOVA p =n.s.; b) TFAM, ANOVAp = 0.01; c) MYC, ANOVA p = n.s. d) HNRNPK,

ANOVA p = n.s. ) NRF1, ANOVA p = n.s. (media £ EE). N.s, no significativo.

De forma complementaria, y con el apoyo de los datos clinicos correspondientes

a los pacientes evaluados, se analiz6 si la elevada expresion de alguno de los cinco genes
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bajo estudio, estaba relacionado con la presentacion de recaidas en el trascurso de la
enfermedad y con una menor supervivencia. Para el gen MYC se observo una menor SLP
en pacientes que han presentado recaidas (1 0 mas) y alta expresién del gen MYC (figura
18). Ademas, el analisis de supervivencia usando el modelo de regresion de Cox, detectd
un aumento de riesgo asociado a la recaida en pacientes con alta expresion del gen MYC
(REC: [HR], 1.23; p = 0.016, intervalo de confianza 95%, 1.039 — 1.458).
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Figura 18.-Curvas Kaplan Meier comparando la SLP para el gen MYC en funcion de los pacientes que
presentan recaidas (N=13). En verde se representan las pacientes que han recaido con alta expresion de MYC (N=3§),

mientras que en azul se indican los pacientes que no han recaido con baja expresion de MYC (N=5).

5.1.2. Estudio de la subunidad 11 de la citocromo c oxidasa (COXII)

Atendiendo a los niveles de expresion de una de las proteinas mas abundantes de
la mitocondria, la subunidad Il del complejo IV de la cadena respiratoria (COXII),
mediante técnicas inmunohistoquimicas, a nivel microscopico se observo que la
intensidad de la tincion aumenta segun progresaba la enfermedad (Figura 19a). La
cuantificacion de los niveles de expresion en tres grados de tincion, en funcién de su
intensidad, mostrd en el andlisis de varianza diferencias significativas en la expresion de

COXIllI entre los cuatro grupos de pacientes estudiados, GMSI, SM, MM al diagnostico y
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MM en recaida (p < 0.0001). En concreto, se demostré una mayor proporcion de células
negativas en los pacientes con GMSI y SM en comparacion con los pacientes con MM al
diagnostico y en recaida, de forma que se encontraron diferencias significativas al
compararlas mediante el test t de Student, siendo p < 0.05 al comparar dichos grupos
(GMSI -MM p = 0.01; GMSI -REC p = 0.004; SM-MM p = 0.01; SM-REC p = 0.01).
También se encontré una asociacion en el nimero de las células positivas “++” y la
progresion de la enfermedad. Mediante el test t de Student se comprob6 que los pacientes
al diagnoéstico y a la recaida, al compararlos con sujetos con GMSI, presentaban
diferencias significativas en el numero de células con un elevado grado de tincién

(clasificadas como “++”) (Figura 19b).
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Figura 19.- Inmunohistoquimica de COXII en pacientes de MM. a) Imdagenes de las inmunohistoquimicas
(objetivo 40X) representativas de cada estadio, GMSI (n=4), SM (n=7), MM al diagnéstico (n= 13) y MM en recaida
(n=11). b) Grdfico de barras que representa la cuantificacion media de cada grado de tincion segun el momento de

la enfermedad, (media + EE).

5.1.3. Estudio de la actividad de la enzima citocromo c oxidasa (COX)

Para poder realizar el estudio de la actividad enzimatica mitocondrial en muestras
de médula 6sea de pacientes, se puso a punto una técnica histoenzimatica, generalmente

Ilevada a cabo en tejido muscular, en células purificadas CD138+. Para ello, se cuantificd
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la actividad de la COX en funcion de la intensidad de la tincion obtenida tras la reaccion
enzimatica especificada el apartado 4.2.9. El analisis de la varianza, ANOVA, revelo
diferencias significativas entre la actividad enziméatica que presentaban los 5 grupos
estudiados (p <0.0001). En la figura 6a se pueden observar dichas diferencias en la
intensidad en 5 iméagenes representativas de cada estadio. Ademas, los analisis
estadisticos realizados con el test t de Student mostraron diferencias significativas entre
los donantes control al compararlos con pacientes con SM, MM al diagnostico y en
recaida mostraban diferencias significativas, p = 0.03, p = 0.0001 y p = 0.0001,

respectivamente (Figura 20).
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Figura 20.- Histoenzimatica de COX en pacientes de MM. a) Imdgenes de los ensayos histoenzimdticos
(objetivo 100X) representativos de cada estadio, donante (n= 2), GMSI (n=4), SM (n=5), MM al diagnéstico (n=5)
y MM en recaida (n=4). b) Grdfico de barras que representa la cuantificacion media (media + EE) de cada grado de

tincion segun el momento de la enfermedad.

5.1.4. Estudio del potencial de membrana y carga mitocondrial

El estudio de la expresion de las sondas moleculares mitoTracker Green y Red,

referentes a la carga mitocondrial y al potencial de membrana mitocondrial

83



Resultados

respectivamente, revelé un aumento de expresion de ambos marcajes en pacientes con
diagnostico de MM en comparacion con pacientes con GMSI. En concreto, para la carga
mitocondrial si que se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos
estudiados (p =0.05) (Figura 21).
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Figura 21.- Citometria de las sondas mitoTracker Green y Red en pacientes de MM. a) Izquierda, grafico de
barras relativo a la carga mitocondrial de pacientes con GMSI (n=3, media = EE) y en recaida (n=3, media + EE).
Derecha, grafico de barras relativo al potencial de membrana mitocondrial de pacientes GMSI (n=3) y con MM (n=3).
b) Histogramas representativos de cada una de las condiciones estudiadas, con los cambios de expresion registrados

para las sondas mitoTracker Green (izquierda) y el mitoTracker Red (derecha).
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5.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL COMO
DIANA TERAPEUTICA

5.2.1. Caracterizacion del modelo celular para su estudio

Para determinar el modelo de estudio in vitro mas apropiado y testar la eficacia de
la inhibicion mitocondrial en el MM, se analizaron, en 6 lineas celulares de MM, el

namero de copias de ADNmt y la actividad de la enzima COX.

5.2.1.1. Estudio del nimero de copias de ADNmt

Se registré una amplia variedad del numero de copias de ADNmt de cada una de
las lineas estudiadas. La linea JJN3 en comparacién con las otras cinco, es la que mayor
namero de copias presenta, 2493+645.8, ademas se encontraron diferencias significativas
con cada una de las 5 lineas restantes al realizar un analisis t de Student. En
contraposicion, la linea OPM2 es la que menor numero de copias registra 622.7+127.6
(Figura 22a).

5.2.1.2. Estudio de la actividad de la enzima citocromo c oxidasa (COX)

Las intensidades de la tincion resultado de la reaccién catalizada por la enzima
citocromo c oxidasa, se evaluaron en una escala de 0 a 4. La cuantificacion en cada una
de las lineas celulares estudiadas revel6 que la linea JJN3 S fue la que presento una tincién
mas intensa (3.6£0.13) en comparacion con el resto de lineas, encontrandose diferencias
significativas tras analizar con el estadistico t de Student (Figura 22b). Por tanto, la linea
JIN3 al responder a los criterios de alta actividad mitocondrial, es decir, elevado nimero
de copias de ADNmt y alta actividad de COX, se consider6 como modelo de estudio

celular.

85



Resultados

5.2.1.3. Estudio de la expresion de genes relacionados con la mitocondria:
MYC, TUFMy TFAM.

Se seleccionaron tres lineas celulares para este estudio, una de alta actividad
mitocondrial (JJN3), una de baja actividad (L363) y otra con valores intermedios (NCI-
H929), acorde a los resultados obtenidos en los dos apartados previos. La expresion de
tres de los genes en los que se ha observado una mayor tendencia en el aumento de
expresion segun progresa la enfermedad (ver apartado 5.1.1.2) se estudié para ver si las
lineas celulares seguian la misma dindmica, acorde a los resultados de nimero de copias
mitocondriales y actividad de la COX. De esta forma, para los genes MYC, TUFM y
TFAM se corrobor la misma tendencia, es decir, JJN3 S fue la linea que mayor expresion
de los genes presentaba; NCI-H929 es la linea que presentd una expresion mas
intermedia, a excepcion de MYC, el cual presenta una expresion parecida a JJN3 S; y
L363 fue la que menor expresion presentd para los tres genes estudiados. En el caso del
gen MYC con el anélisis de t de Student comparando las lineas L363 y JIN3 se
encontraron diferencias significativas (p = 0.0074). En el caso del gen TUFM, aun
mostrandose una clara tendencia, no se observaron diferencias significativas al comparar
la linea JJN3 con la L363 y NCI-H929. Y para el gen TFAM, al comparar la linea JJN3
con la L363 y NCI-H929 se detectaron diferencias significativas en ambos casos (Figura
22C).
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Figura 22.- Caracterizacion de la actividad mitocondrial en lineas celulares de MM. a) Grdfico de barras
que representa el niimero de copias de ADNmt obtenidas por RT-PCR presentes en las lineas celulares de MM OPM2,
L363, RPMI-8226, NCI-H929, U266 y JIN3 (n=3, media + EE). b) Grdfico de barras que representa las
cuantificaciones medias de intensidad de la actividad COX en las lineas celulares de MM OPM?2, L363, RPMI-8226,
NCI-H929, U266 y JIN3 (n=3, media + EE). ¢) Grdficos de barras que representan la expresion de los genes MYC,
TUFM y TFAM en las lineas JIN3, NCI-H929 y L363 (n=3, media = EE). ). * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001,

n.s. no significativo.
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5.2.2. Evaluacion de la inhibicion mitocondrial como diana terapéutica:

ensayos de viabilidad con el inhibidor tigeciclina

Para estudiar si la elevada actividad mitocondrial puede suponer una nueva
vulnerabilidad en el tratamiento del MM, se testeo el impacto en la supervivencia de las
células mielomatosas con el inhibidor mitocondrial, tigeciclina, solo o en combinacion
con bortezomib. Los ensayos de dosis-respuesta muestran la actividad citotdxica esperada
por accién del bortezomib en las lineas JJN3, L363 y NCI-H929 (IC50 = 4.08 nM, 1C50
= 10.8 nM, IC50 = 15.79 nM respectivamente) (Figura 23a). Al testar la tigeciclina en
monoterapia también se observa citotoxicidad en las mismas lineas, IC50 en JJN3 = 21.36
MM, IC50 en L363 = 10.36 uM e IC50 en NCI-H929 = 26.37 uM (Figura 23b).
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Figura 23. Curvas de dosis respuesta para los farmacos bortezomib y tigeciclina en lineas celulares de MM.-
a y b) Representacion grdfica de los experimentos dosis-respuesta a 48h en las lineas celulares JIN3, L363 y NCI-
H929 con a) bortezomib y con b) tigeciclina. Cada experimento se repitio al menos tres veces. Datos normalizados

respecto al control negativo (DMSO) y representados como valores medios + EE.

5.2.2.1. Estudios de sinergia

Los estudios con bortezomib y tigeciclina en combinacion se realizaron acorde a
las dosis descritas en la tabla 12. El anélisis de dosis-respuesta revelé que la citotoxicidad
aumentaba con ambos farmacos en combinacion, siendo la IC50 2.3 veces menor que la
de la tigeciclina en monoterapia (Figura 24a). Ademas, los andlisis hechos para

cuantificar la sinergia de la combinacion demostraron que para las 5 dosis de tigeciclina
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estudiadas junto con una dosis fija de bortezomib los indices de combinacion eran

menores de 0.5.

a b
T
_\ @ Point1
100_ . . - [ Point2
-o- Bortezomib + Tigeciclina r \ Point 3
5 Point 4
- Ti iclin [ ™ & Points
= 804 geciclina o .
% 0sf \\
2 604 AN
c I h
2 . N
g. 404 v N
n ] =t h
2 204 ’ o ‘
c T L] L] L] 1 R N N
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 Cl Data for Non-Constant Combo: BI T(Borte ITigacyl)
Log[tigeciclina] uM o Tigacyl
100pM_ [33pM [11 M [37uM _ [12uM
Bortezomib 2 i 0,13223]  017619] o208 019181] 035569

Figura 24.- Estudio de la combinacion de bortezomib y tigeciclina en la linea celular JJN3. a) Grdfico dosis-
respuesta correspondientes a los tratamientos de 48h con tigeciclina sola (IC50 = 21.3 uM) o en combinacion con
bortezomib (IC50 = 6.6 uM). Cada experimento se repitio al menos tres veces. Datos normalizados respecto al control
negativo (DMSO) y representados como valores medios + EE. b) Isobolograma representando los indices de

combinacion resultantes del efecto de la combinacion de bortezomib y tigeciclina.

5.2.2.2. Estudios de sensibilizacion

Este tipo de estudios se empled para determinar si el efecto de la tigeciclina
favorece la eficacia del bortezomib, debilitando la célula mielomatosa al verse reducida
la actividad mitocondrial. Para ello se trabajo con una dosis de 2 nM de bortezomib, ya
gue es aproximada al valor de IC50. Como se puede ver en la figura 25, la citotoxicidad
del bortezomib generada por la sensibilizacion con tigeciclina es mayor en comparacion
con células que no han sido sensibilizadas previamente. Estudiando més en profundidad
posibles diferencias entre los distintos grupos de sensibilizacion se verificd que a dosis
de 2 nM de bortezomib, los grupos con tigeciclina a 33, 11 y 3.7 uM aumentaban
significativamente la toxicidad de bortezomib entre 1.5 y 1.7 veces (p <0.0001).
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Figura 25.- Estudio de sensibilizacion de la linea celular JIN3 con tigeciclina en combinacion con
bortezomib. a) Grdfico dosis-respuesta correspondiente a los tratamientos de 48h con bortezomib, previamente
expuestos durante 48h a tres dosis distintas de tigeciclina. IC50 Bortezomib con tigeciclina 33 uM = 2.1 nM; IC50
Bortezomib con tigeciclina 11 uM = 1.9 nM; IC50 Bortezomib con tigeciclina 3.7 uM = 2.2 nM; IC50 Bortezomib
sin tratamiento de tigeciclina = 3.4 nM. Cada experimento se repitio al menos tres veces. Datos normalizados respecto

al control negativo (DMSO) y representados como valores medios + EE.

5.2.3. Validacion del efecto mitocondrial producido por el inhibidor

tigeciclina

Con el objetivo de validar el efecto mitocondrial que se produce sobre la célula
mielomatosa por la accion de la tigeciclina, se llevaron a cabo cuatro tipos de estudios:
uno a nivel proteico y los otros tres a nivel funcional. De esta forma, primero se estudio
la expresion de los complejos de la cadena respiratoria por western blot; a continuacion,
se cuantifico la actividad de la enzima COX mediante ensayo histoenzimatico;
posteriormente se analizaron por citometria la carga mitocondrial y el potencial de
membrana mitocondrial; y finalmente se estudio la tasa de consumo de oxigeno por
Seahorse. Referirse a la tabla 12 para las condiciones de los grupos de tratamiento segun

el tipo de experimento.
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5.2.3.1. Estudio de la expresion de proteinas implicadas en la actividad

mitocondrial

Para estudiar a nivel proteico como se encuentran expresados los complejos de la
cadena respiratoria tras las condiciones de tratamiento impuestas (tabla 12), el extracto
proteico fue analizado mediante western blot. Ademas, para complementar el estudio se
analizaron otras dos proteinas, c-Myc y HnRNP K, conocidas por estar implicadas en la
malignizacion del MM (121) Los resultados mostraron que, en concreto los complejos |
y 1V, sufrian una marcada disminucidn en su expresion en los grupos tratados con
tigeciclina o con la combinacion, detectdndose diferencias significativas en el anélisis de
la varianza en el caso del complejo IV (Figura 26). En cambio, en los complejos Il y V
se aprecia un ligero aumento de la expresion, llegando a encontrarse diferencias
significativas en el estudio de la varianza entre las condiciones analizadas en la expresion
del complejo V. Respecto al complejo Il1, las diferencias de expresién entre las distintas
condiciones no muestran una tendencia clara. En concreto, en los grupos tratados con
bortezomib se verifica un ligero aumento de expresion en todos los complejos de la
cadena respiratoria. Por otro lado, al observar la expresion de c-Myc y HnRNP K tras el
tratamiento de tigeciclina y/o su combinacidn con bortezomib se aprecia una disminucion
clara de la expresion de ambas proteinas, que se corrobora con los resultados de las

densitometrias de las bandas con las distintas condiciones (Figura 26).
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Figura 26.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular JIN3 con tigeciclina, bortezomib y su

combinacion por western blot. Arriba, Western Blot (WB) con anticuerpos anti-OXPHOS, anti- HnRNP K y anti-c-

Myc en la linea JJN3 sin tratar, tratada con bortezomib, tratada con tigeciclina y tratada con la combinacion de

bortezomib y tigeciclina. La Pactina se utilizo como control de carga del experimento (n=3). Abajo, densitometrias de

la expresion obtenida en los WB de los cinco complejos de la fosforilacion oxidativa, de c-Myc y de HnRNP K.
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5.2.3.2. Estudio de la actividad de la enzima citocromo c oxidasa (COX)

Para ahondar en el estatus de la mitocondria tras los tratamientos de estudio, se
analizd a nivel funcional la actividad de la enzima COX. Los resultados se encuentran en
la linea de lo expuesto en el parrafo anterior, ya que la intensidad de la tincion,
correspondiente al grado de actividad de la enzima, en las células tratadas con tigeciclina
y/o su combinacion con bortezomib, se encuentra al menos tres veces disminuida en
comparacion con el control y con las células tratadas con bortezomib (ver Figura 27). El
analisis de la varianza reveld que existian diferencias significativas entre los distintos
grupos de tratamiento (p =0.0001). EIl test t de Student mostré también diferencias
significativas entre los grupos control y tigeciclina (» =0.0001), control y combinacion (p
=0.0001), bortezomib y tigeciclina (p =0.0001), bortezomib y combinacion (p =0.0001).
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Figura 27.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular JJN3 con tigeciclina, bortezomib y su
combinacion por histoenzimatica de COX. a) Imagenes de los ensayos histoenzimaticos (objetivo 100X) representativos
de cada condicion, control, bortezomib, tigeciclina, combinacion. b) Grdfico de barras que representa la
cuantificacion media de cada grado de tincion segun el tratamiento aplicado. Cada experimento se repitio al menos

tres veces. Datos normalizados respecto al control negativo (DMSO) y representados como valores medios = EE.
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5.2.3.3. Estudio del efecto de la tigeciclina sobre el potencial de membrana

y carga mitocondrial

Otra aproximacion experimental para estudiar a nivel funcional el efecto de la
tigeciclina sobre el estado de la mitocondria fue el analisis de la expresion de las sondas
mitocondriales, mitoTracker Green y mitoTracker Red, mediante citometria de flujo. El
mitoTracker Green, que permite el estudio de la carga mitocondrial que presentan las
células, reveld que en aquellas células tratadas con tigeciclina y/o su combinacion con
bortezomib presentaban menor carga mitocondrial que las células control y aquellas
tratadas con bortezomib (Figura 28a). En el caso del mitoTracker Red se pudo observar
que el potencial de membrana mitocondrial se encontraba reducido en los grupos tratados
con tigeciclina, y en concreto, aquellos tratados con la combinacion sufrieron una mayor
reduccion en comparacion con el control. Sin embargo, las células tratadas con
bortezomib s6lo, mostraron una ligera disminucion de la expresion al compararlas con el
control (Figura 28b). Estos datos muestran que la reduccion en la actividad mitocondrial
se correlaciona con el efecto citotoxico de la tigeciclina, tanto sola como aplicada en
combinacion con bortezomib, lo que sugiere que la induccién de muerte celular ocurre

por la via de la fosforilacion oxidativa (OXFQOS).
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Figura 28.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular JIN3 con tigeciclina, bortezomib y su
combinacion por citometria de mitoTracker Green y Red. a y b) Histogramas con cada una de las condiciones
estudiadas, se representan los cambios de expresion registrados para las sondas a) mitoTracker Green y b)
mitoTracker Red (derecha) en las células JIN3 control, tratadas con bortezomib, tratadas con tigeciclina y tratadas

con la combinacion (N = 3).

5.2.3.4. Estudio del efecto de la tigeciclina sobre el consumo de oxigeno

Para concluir con la validacion del efecto mitocondrial bajo las distintas
condiciones de estudio, se analizé la tasa de consumo de oxigeno, con el equipo de
medicion en vivo Seahorse. Primero se valido el fenotipo energético de la linea celular
JIN3, que acorde a la bibliografia y a los datos de actividad mitocondrial estudiados,
demostrd que son células con un perfil muy energético ademas de glicolitico (Figura 29a).
A continuacion, se llevaron a cabo dos tipos de ensayos. Primero se estudio la respiracion
basal y maxima de las células tratadas durante 48h con bortezomib, tigeciclina y/o la
combinacion. Como se puede ver en la figura 29b, se produce una reduccion de la
respiracion basal y la maxima, fundamentalmente en las células tratadas con la
combinacion en comparacion con el control (» =0.0001). Ademas, se encontraron
diferencias significativas en el estudio de la varianza de las 4 condiciones evaluadas (p
=0.0001). En segundo lugar, se analiz6 la variacion en la tasa de consumo de oxigeno (en
inglés oxygen comsumption rate, OCR) en las células tratadas con bortezomib, tigeciclina
y la combinacion. Tal y como se esperaba, se encontrd que la tasa de consumo de oxigeno
se veia ligeramente aumentada tras aplicar de forma aguda bortezomib. Sin embargo, al

inyectar tigeciclina y/o la combinacion, la OCR disminuia (Figura 29c).
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Figura 29.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular JIN3 con tigeciclina, bortezomib y su
combinacion por Seahorse. a) Mapa de energia que representa el estatus energético de cada una de las condiciones
estudiadas en la linea JIN3 (control, bortezomib, tigeciclina y la combinacion) eje de las X se corresponde con la tasa

de consumo de oxigeno (OCR) y el eje de las Y se corresponde con la tasa de acidificacion extracelular (ECAR). b)
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Grdficos de barras que representan los niveles de respiracion basal (izquierda) en cada una de las condiciones; y a la
derecha, se representa la respiracion mdaxima en cada una de las condiciones c) Representacion grdfica de los cambios

en la tasa de consumo de oxigeno tras una inyeccion de las distintas condiciones bajo estudio.

5.2.4. Evaluacion de la inhibicion mitocondrial: caracterizacién del

carfilzomib (inhibidor del proteasoma)

Con el fin de verificar que los cambios a nivel mitocondrial que se producen tras
el uso de bortezomib siguen la misma tendencia que otros farmacos de la misma familia
como es el carfilzomib; se estudié como se ven afectados la actividad de la COX, el nivel
de carga mitocondrial y el potencial de membrana mitocondrial. Primero se corrobord la
capacidad citotdxica del carfilzomib sobre la linea JIN3, determinandose en el ensayo
dosis-respuesta que su IC50 es de 2.2 nM (Figura 30a). A continuacion, se establecié 1.5
nM, como la dosis de trabajo para llevar a cabo los estudios funcionales que determinan
la actividad mitocondrial. Se decidi6 trabajar con esta dosis porque es aproximada al valor
de IC50 del carfilzomib en esta linea. Por un lado, a través del ensayo histoenzimatico de
COX, se verificd que al tratar las células con carfilzomib, estas aumentaban la expresion
de la enzima de la misma forma que se observé con el bortezomib (Figura 30b). También
se estudié mediante citometria de flujo la expresion de las sondas mitoTracker Green y
Red. En el caso del mitoTracker Green se detectd un ligero aumento de la carga
mitocondrial en las células tratadas con carfilzomib. Sin embargo, a nivel de potencial de
membrana no se observaron diferencias entre el control y el grupo de células tratadas con
carfilzomib (Figura 30c). Con estos resultados se verificd que la citotoxicidad que se
produce a nivel mitocondrial con farmacos inhibidores del proteasoma (bortezomib y

carfilzomib) es similar.
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Figura 30.-Evaluacion de la inhibicion mitocondrial con carfilzomib. a Representacion grdfica del
experimento dosis-respuesta a 48h en la linea celular JIN3 con carfilzomib Cada experimento se repitio al menos tres
veces. Datos normalizados respecto al control negativo (DMSO) y representados como valores medios + EE. b)
Imagenes representativas de los ensayos histoenzimaticos (objetivo 100X) de cada condicion, control y carfilzomib (n
= 3). ¢) Histogramas con cada una de las condiciones estudiadas, se representan los cambios de expresion registrados
para las sondas a) mitoTracker Green y b) mitoTracker Red (derecha) en las células JIN3 control y tratadas con

carfilzomib, (n = 3).

5.2.5. Efecto de la inhibicion mitocondrial en la resistencia a bortezomib

Los resultados del apartado 5.1 muestran que las células de mieloma de pacientes

en recaida y/o resistentes a bortezomib presentan una mayor actividad mitocondrial que
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en los estadios previos de la enfermedad, por lo que pueden verse beneficiadas de la
actividad inhibitoria mitocondrial de la tigeciclina. Con el fin de estudiar la citotoxicidad
y el efecto que se produce a nivel mitocondrial se generé un modelo de resistencia a

bortezomib.

Para la generacion de la linea JJN3 resistente a bortezomib se procedio acorde a
lo descrito en el apartado 4.2.2. Seguidamente se comprobd mediante ensayo de dosis-
respuesta la diferencia a nivel de supervivencia de la linea sensible y la resistente a
bortezomib, encontrandose que esta Ultima necesita una dosis 4 veces mayor para
conseguir el mismo efecto citotoxico que se produce en la linea sensible (ver figura 31a).
A continuacion, se analizo si la capacidad citotoxica de la tigeciclina se mantenia en las
células resistentes a bortezomib. De esta forma, se realizé un nuevo ensayo de dosis
respuesta en el que se vio que las células JJN3 R presentaban una IC50 similar a la que

presentaban las JJN3 sensibles (Figura 31b).

2 b
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Figura 31.- Evaluacion de la inhibicion mitocondrial con la linea celular JJN3 R. a y b) Representacion
grdfica de los experimentos dosis-respuesta a 48h en las lineas celulares JIN3 Sy JJN3 R con a) bortezomib y con b)
tigeciclina. Cada experimento se repitio al menos tres veces. Datos normalizados respecto al control negativo (DMSO)

y representados como valores medios + EE.

5.2.5.1. Efecto de la tigeciclina sobre la expresion de proteinas implicadas

en la actividad mitocondrial durante la resistencia al bortezomib

Con estos resultados se procedié a estudiar los cambios en la actividad
mitocondrial tras el tratamiento con tigeciclina de la linea celular resistente a bortezomib,

de igual manera que se realiz6 con la linea celular sensible. Es decir, se trataron cultivos
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celulares de la linea JJN3 R con 2 nM de bortezomib, 3.7 uM de tigeciclina y con la
combinacidn de estos dos farmacos a las dosis indicadas (ver tabla 12). En primer lugar,
se estudio en los extractos de proteina de cada una de las condiciones la expresion de los
complejos de la cadena respiratoria y de las proteinas c-Myc y HnRNP K por western
blot. Los tratamientos con tigeciclina y/o la combinacion disminuyeron la expresion de
los complejos Il, 11, IV y V de la cadena respiratoria en comparacion con la condicion
control, como se observa en la figura 32a. Respecto a las proteinas c-Myc y HNRNP K,
también se observo una disminucidn en la expresion en el caso de las células tratadas con
tigeciclina y/o su combinacion con bortezomib en comparacion con el grupo control. Las
células tratadas solo con bortezomib, como era de esperar, apenas sufrian cambios en la

expresion de ninguna de las proteinas estudiadas.

5.2.5.2. Efecto de la tigeciclina sobre la actividad de la enzima COX durante

la resistencia a bortezomib

Respecto a la intensidad de tincion producida en relacion a la actividad de la
enzima citocromo c oxidasa, se observo que las células JJN3 R al tratarlas con tigeciclina
y/o su combinacién con bortezomib, disminuian su expresién en comparacion con las

células control y con aquellas tratadas solo con bortezomib (ver figura 32b).

5.2.5.3. Efecto _de la tigeciclina sobre el potencial de membrana

mitocondrial durante la resistencia a bortezomib

En este experimento, la citometria solo se pudo llevar a cabo usando la sonda
mitocondrial mitoTracker Red. La sonda para medir la abundancia mitocondrial no se
pudo emplear ya que el fluorocromo FITC se excita con el laser verde, que presenta la
misma longitud de onda para la excitacion de GFP presente en la linea celular JJN3 R.
Utilizando la sonda mitoTracker Red se pudo observar que la sefial correspondiente al
potencial de membrana mitocondrial en las células tratadas con bortezomib y tigeciclina

disminuia ligeramente en comparacion con las células control. En el caso de las células

100



Resultados

tratadas con la combinacién se producia una disminucién mas marcada en comparacion

con el control, encontrandose una bajada de aproximadamente el 50% (Figura 32c).
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Figura 32.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular JIN3 R con tigeciclina, bortezomib y su

combinacion. a) Western Blot (WB) con anticuerpos anti-OXPHOS, anti- HnRNP K y anti-c-Myc en la linea JJN3 R

sin tratar, tratada con bortezomib, tratada con tigeciclina y tratada con la combinacion de bortezomib y tigeciclina.

La Pactina se utilizé como control de carga del experimento (N = 3). b) Imdgenes de los ensayos histoenzimaticos

(objetivo 100X) representativos de cada condicion, control, bortezomib, tigeciclina y combinacion en la linea JJN3 R

(N = 3). ¢) Histogramas con cada una de las condiciones estudiadas, se representan los cambios de intensidad de sefial

registrados para la sonda mitoTracker Red en las células JIN3 R control, tratadas con bortezomib, tratadas con

tigeciclina y tratadas con la combinacion (N = 3).
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5.2.6. Efecto de la inhibicion de c-Myc sobre la reprogramacion

mitocondrial

5.2.6.1. Caracterizacion de la inhibicion de c-Myc en el modelo de estudio

Con el objetivo de averiguar si la regulacion que se produce sobre c-Myc, al
emplear un inhibidor mitocondrial como la tigeciclina, afecta directamente a la
reprogramacion mitocondrial, se llevaron a cabo una serie de estudios con el farmaco
JQ1. Este compuesto, un inhibidor de bromodominio BRD4, se eligio porque su
mecanismo de accion implica indirectamente la inhibicion de los niveles de MYC. De esta
forma, se puede estudiar el efecto de la inhibicion de MYC independientemente de su
regulacién mitocondrial. Para ello, inicialmente se confirmo la sensibilidad a JQ1 de las
lineas celulares bajo estudio, JJN3 Sy R (ver figura 33a). En ambas lineas se obtuvieron
dosis de efectividad dentro del rango nanomolar. A continuacion, en este caso solo en la
linea sensible a bortezomib, se estudid si el efecto citotdxico del bortezomib mejoraba en
combinacion con JQ1. Los resultados de los estudios de dosis respuesta revelaron que las
cinco dosis de JQ1 estudiadas en combinacién de 2 nM de bortezomib, hacian disminuir
significativamente la supervivencia de las células en comparacion con aquellas solo
tratadas en monoterapia con ambos farmacos. Los test t de Student realizados
demostraron que existian diferencias significativas entre cada dosis estudiada en
monoterapia en comparacién con la misma dosis en combinacion con 2 nM de

bortezomib.
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Figura 33.- Estudio de la inhibicion de c-Myc con JQI en la linea celular JJN3. a) Representacion grdfica
de los experimentos dosis-respuesta a 48h en las lineas celulares JIN3 S (IC50 = 445.9 nM) y JJN3 R (IC50 = 362.6
nM) con JQI. Cada experimento se repitio al menos tres veces. Datos normalizados respecto al control negativo
(DMSO) y representados como valores medios + EE. b) Grdfico de barras que representa el % de supervivencia de las
células JIN3 S expuestas durante 48h a los tratamientos, bortezomib solo o bortezomib en combinacion con JQI. P <

0.05 en todas las dosis estudiadas (n=3).

Por otro lado, se evalud en la linea resistente a bortezomib si el tratamiento con
JQ1 permite una mayor sensibilidad de las células al bortezomib tras 48h de
sensibilizacion. Se observo que cuando se aplica una dosis de 78 0 156 nM de JQ1, las

células pasan a ser ligeramente mas sensibles al efecto del bortezomib (Figura 34).
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Figura 34.- Estudio de sensibilizacion de la linea celular JJN3 R con JQ1 en combinacion con bortezomib.
a) Grdfico dosis-respuesta correspondiente a los tratamientos de 48h en la linea JIN3 R con bortezomib, previamente

expuestos durante 48h a tres dosis de JQ1. IC50 Bortezomib con JQ1 156 nM =14.3 nM; IC50 Bortezomib con JQ1
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78 nM = 12.5 nM; IC50 Bortezomib con JQ1 39 nM =51.5 nM; IC50 Bortezomib sin tratamiento de JOI1 = 26.5 nM.
Cada experimento se repitio al menos tres veces. Datos normalizados respecto al control negativo (DMSO) y

representados como valores medios + EE.

5.2.6.2. Estudio de la actividad mitocondrial tras la inhibicién de c-Myc

Los estudios funcionales de la actividad mitocondrial se dirigieron a verificar que
la citotoxicidad producida por farmacos como JQ1, consecuencia de la inhibicion de c-
Myc, no tiene ninguna accion directa sobre la mitocondria. En primer lugar, se evalud la
expresion de los complejos de la cadena respiratoria por western blot, en las distintas
condiciones descritas en la tabla 12. Tanto para la linea JJN3 sensible como resistente a
bortezomib, la expresion de los complejos de la cadena respiratoria apenas varia para cada
una de las condiciones estudiadas. En el caso de la expresion de c-Myc y HNRNP K en la
linea sensible se observd una importante disminucion de la expresion tanto en las células
tratadas con JQ1 como con la combinacion de bortezomib y JQ1. Para la linea JIN3 R la
expresion de c-Myc se reduce ligeramente tras el tratamiento de JQ1 y/o su combinacién
con bortezomib. Mientras que la proteina HNRNP K no ve alterada su expresion en

ninguna de las condiciones (Figura 35a).

Los ensayos histoenzimaticos dirigidos a analizar la actividad de la enzima COX
en células JJN3 S y R demostraron que el tratamiento con JQ1 y/o su combinacién con
bortezomib no provocaban ningin cambio en la actividad de la enzima como se puede
observar en las imagenes al microscopio de las cuatro condiciones bajo estudio de la
figura 35b.

Finalmente se evalud el potencial de membrana mitocondrial por citometria de
flujo en las mismas condiciones previamente estudiadas. La linea JJN3 sensible mostrd
un aumento de la expresion de la sonda mitocondrial tras el tratamiento con la
combinacion de bortezomib y JQ1. Sin embargo, con JQ1 en monoterapia no se observo

ninguna diferencia (Figura 35c).
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Figura 35.- Estudio de la actividad mitocondrial en las lineas celulares JIN3 y JIN3 R con bortezomib, JQ1
y su combinacion. a) Western Blot (WB) con anticuerpos anti-OXPHOS, anti- HnRNP K y anti-c-Myc en las lineas
JJIN3 Sy JIN3 R sin tratar, tratadas con bortezomib, tratadas con JQ1 y tratadas con la combinacion de bortezomib y
JOI. La factina se utilizé como control de carga del experimento (N = 3). b) Imdgenes de los ensayos histoenzimadticos
(objetivo 100X) representativos de cada condicion, control, bortezomib, JQ1 y combinacion en las lineas JJN3 Sy R
(N = 3). ¢) Histogramas con cada una de las condiciones estudiadas, se representan los cambios de expresion

registrados para la sonda mitoTracker Red en las células JIN3 S control, tratadas con bortezomib, tratadas con JQ1

y tratadas con la combinacion (N = 3).
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5.2.6.3. Estudios de sensibilizacidn: tigeciclina y JO1.

De forma complementaria a los estudios enfocados a validar el efecto de c-Myc,
se investigo el potencial beneficio del uso de la tigeciclina previo a la exposicion al
farmaco JQ1, permitiendo que las células respondan a dosis mas bajas de este farmaco.
Los ensayos de dosis respuesta demostraron que la linea JJN3 S cuando habia sido tratada
con 11 uM de tigeciclina, las células eran 3.2 veces mas sensibles a JQ1 que las células
gue no habian sido sensibilizadas durante 48 h con tigeciclina, ver figura 36a. Ademas,
en el caso de la linea resistente, JJN3 R, se vio que cuando se trataban las células 48 h
con 3.7 UM de tigeciclina, luego eran 2.2 veces mas sensibles al efecto de JQ1 (Figura
36b).
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Figura 36.- Estudio de sensibilizacion de las lineas celulares JJN3 y JJN3 R con tigeciclina en combinacion
JOI. a) Grifico dosis-respuesta correspondiente a los tratamientos de 48h en la linea JIN3 S con JQ1, previamente
expuestos durante 48h a tres dosis de tigeciclina. IC50 JQ1 con tigeciclina 33 uM = 254 nM; IC50 JQ1I con tigeciclina
11 uM = 80 nM; IC50 JQI con tigeciclina 3.7 uM = 214 nM; IC50 JQI sin tratamiento de tigeciclina = 257 nM. b)
Grdfico dosis-respuesta correspondiente a los tratamientos de 48h en la linea JJN3 R con JQ1, previamente expuestos
durante 48h a tres dosis de tigeciclina. IC50 JQI con tigeciclina 33 uM = 130.9 nM; IC50 JQ1 con tigeciclina 11 uM
=238.9nM; IC50 JQI con tigeciclina 3.7 uM = 95.57 nM; IC50 JQI sin tratamiento de tigeciclina = 216.4 nM. Cada
experimento se repitio al menos tres veces. Datos normalizados respecto al control negativo (DMSO) y representados

como valores medios + EE.
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5.2.7. Estudio del efecto de la tigeciclina sobre el receptor CD38

El receptor de membrana CD38, conocido en MM por estimular OXFOS y en
consecuencia aumentar la carga mitocondrial de las células de MM (102), fue evaluado
en este estudio. Con el objetivo de averiguar si un inhibidor mitocondrial como la
tigeciclina podria estar produciendo su efecto a través de la regulacion de la expresion de
CD38, se llevaron a cabo una serie de estudios con el farmaco daratumumab, anticuerpo

monoclonal anti-CD38.

5.2.7.1. Ensayos dosis-respuesta y de lisis: daratumumab v tigeciclina

Para dar respuesta sobre el papel que juega CD38 en la inhibicién mitocondrial,
se procedio a trabajar con la linea celular RPMI-8226, ya que linea celular JJN3 no
expresa dicho receptor. Inicialmente se realizaron estudios de dosis respuesta para evaluar
la citotoxicidad de los farmacos daratumumab y tigeciclina sobre la linea CD38+, RPMI-
8226. Como se aprecia en la figura 37a, se obtiene un dato aproximado del valor de IC50,
siendo la curva de dosis respuesta a daratumumab practicamente plana. Esto es debido a
que este farmaco necesita la presencia de células efectoras (NK, linfocitos T) para ejercer
su mecanismo de accion sobre las células plasmaéticas. En el caso de la tigeciclina, al ser
un farmaco cuyo mecanismo de accion no depende exclusivamente de la presencia de
células efectoras, el resultado del ensayo dosis-respuesta reveld que las células tratadas
presentaban una IC50 dentro del mismo rango de diluciones que la obtenida con la linea
celular JJN3 (IC50= 32.7 uM). A continuacidn, se evaluo el efecto citotdxico de ambos
farmacos en presencia de celulas efectoras, en concreto células mononucleares de sangre
periférica (en inglés, peripheral blood mononuclear cell, PBMCs) de donantes sanos. Las
células tratadas con diluciones seriadas de daratumumab en presencia de células efectoras
1:10, como se indican en la tabla 12, reflejaron que la dosis para la cual se obtiene un
50% de lisis es de 8 pug/ml. Para las células tratadas con tigeciclina se observo que la dosis
para la cual se obtiene un 50% de lisis es parecida a la que resulta del estudio de dosis-
respuesta (29,9 uM) (Figura 37b).
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Figura 37.- Estudio de lisis y de dosis respuesta con daratumumab y tigeciclina en la linea celular RPMI-
8226. a) Representacion grdfica de los experimentos dosis-respuesta a 48h en la linea celular RPMI-8226 con
daratumumab (izquierda) y con tigeciclina (izquierda) (n=3). b) Representacion grdfica de los ensayos de lisis en
presencia de células efectoras (PBMCs) (Ratio 1:10) con las curvas correspondientes al tratamiento de 48 h con
daratumumab (izquierda) o con tigeciclina (derecha) (n=3). Cada experimento se repitio al menos tres veces. Datos

normalizados respecto al control negativo (DMSO) y representados como valores medios + EE.

5.2.7.2. Efecto de la tigeciclina sobre la expresién de CD38

A continuacion, se estudid por citometria la variacion en la expresion de CD38,
en células RPMI-8226 tratadas con daratumumab o tigeciclina, en presencia o ausencia
de células efectoras, en ratio 1:10. El tratamiento con anti-CD38 (control positivo),
provocO una reduccién de la expresion de CD38 tanto en las células que habian sido

tratadas tanto en presencia como en ausencia de células efectoras (Figura 38).
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Figura 38.- Estudio de la inhibicion de CD38 con daratumumab en presencia o ausencia de PBMCs en la

linea celular RPMI-8226. Histogramas que representan los cambios de expresion registrados para CD38-FITC en las

células RPMI-8226 control y tratadas con daratumumab, en ausencia (izquierda) o en presencia (derecha) de células

efectoras (PBMCs) (N = 3).

Ademas, cuando las células se trataron con tigeciclina en presencia de células
efectoras, se registr6 una bajada en la expresion de CD38. Sin embargo, los tratamientos
con tigeciclina en ausencia de células efectoras hicieron que la expresion de CD38 solo
se viera ligeramente disminuida (Figura 39).
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Figura 39.- Estudio de la inhibicion de CD38 con tigeciclina en presencia o ausencia de PBMCs en la linea
celular RPMI-8226. Histogramas que representan los cambios de expresion registrados para CD38-FITC en las
células RPMI-8226 control y tratadas con tigeciclina, en ausencia (izquierda) o en presencia (derecha) de células

efectoras (PBMCs) (N = 3).

5.2.7.3. Efecto de la inhibicién de CD38 sobre la actividad mitocondrial

Como en el caso de JQ1, los estudios funcionales de la actividad mitocondrial se
dirigieron a verificar que la citotoxicidad producida por farmacos como daratumumab,
consecuencia de la inhibicion de CD38, no tiene ninguna accion directa sobre la
mitocondria. Para poder comparar con el efecto producido por la tigeciclina se analiz
también su efecto sobre la linea celular RPMI-8226, ya que en esta linea no habia sido
estudiada previamente. Los estudios de la expresion de las proteinas de los complejos de
la cadena respiratoria y de c-Myc se evaluaron por western blot. Las células tratadas con
daratumumab presentaron un aumento de la expresion de todos los complejos de la cadena
respiratoria, a excepcion del complejo V, el cual aparecia ligeramente disminuido.
Respecto al tratamiento con tigeciclina, las células mostraron un aumento de expresion
de los complejos Il y IV, mientras que los otros tres aparecen similares al control
(Complejo 1) o disminuidos (complejos 111 'y V). También se analizo la expresion de c-
Myc, observandose que el tratamiento de daratumumab provoca una disminucion de la
expresion de c-Myc. Y, acorde a lo observado con la linea JJN3 S, las células RPMI

también disminuyeron la expresion de c-Myc tras tratarlas con tigeciclina (Figura 40a).
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Figura 40.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular RPMI-8226 con tigeciclina y

Actividad citocromo

daratumumab por western blot y por histoenzimdtica de COX. a) Western Blot (WB) con anticuerpos anti-OXPHOS y
anti-c-Myc en la linea RPMI sin tratar y tratada con tigeciclina (izquierda) o con daratumumab (derecha). La Pactina
se utilizo como control de carga de los experimentos (N = 3). b) Imdgenes de los ensayos histoenzimdticos (objetivo

100X) representativos de cada condicion, control, tigeciclina y daratumumab en la linea RPMI-8226 (N = 3).

Los estudios de la actividad enzimatica de COX en celulas tratadas con
daratumumab mostraron un aumento de la tincion en comparacion con las células control.
Sin embargo, en cuanto a las células tratadas con tigeciclina se observo que, al igual que
sucedia con la linea JIN3 S, la tincion de COX disminuia (Figura 40b). Respecto al
potencial de membrana mitocondrial analizado por citometria de flujo, se vio que la
condicion con el tratamiento de daratumumab sin células efectoras no reducia la
expresion de la sonda mitoTracker Red. (Figura 41).
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Figura 41.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular RPMI-8226 con daratumumab por
citometria de mitoTracker Red. Histogramas que representan los cambios de expresion registrados para mitoTracker
Red en las células RPMI-8226 control y tratadas con daratumumab, en ausencia de células efectoras (PBMCs) (N =
3).

Los datos obtenidos con tigeciclina corroboraron que la linea celular RPMI-8226
sufre los mismos efectos a nivel de potencial de membrana mitocondrial que las lineas
JIN3 S y R, ya que la expresion de esta sonda se encontrd disminuida en las células

tratadas con tigeciclina, ver figura 42.
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Figura 42.- Estudio de la actividad mitocondrial en la linea celular RPMI-8226 con tigeciclina por citometria
de mitoTracker Red. Histograma que representa los cambios de expresion registrados para mitoTracker Red en las

células RPMI-8226 control y tratadas con tigeciclina) (N = 3).

5.2.8. Estudio del mecanismo molecular responsable de la citotoxicidad de

la tigeciclina mediado por células efectoras

Los resultados previamente descritos indican que la tigeciclina aumenta la muerte
celular mediada por células efectoras. Para analizar qué mecanismo puede estar siendo
responsable de este aumento de citotoxicidad de la tigeciclina en presencia de células
efectoras, se hizo una bdsqueda para evaluar la expresion de los siguientes ligandos en
las lineas celulares JJN3 y RPMI-8226:

5.2.8.1. Ligandos de NKG2D: MIC A/B, ULBP 1, ULBP 2/5/6, ULBPS.

Se analizd la expresion de siete ligandos de NKG2D a través de una combinacion
de cuatro anticuerpos (MIC A/B, ULBP 1, ULBP 2/5/6, ULBP3), para determinar si su
expresion se ve influida por el tratamiento con tigeciclina. Los resultados no fueron
concluyentes, pues en la linea JJN3 se observo un ligero aumento de la expresion de estos
ligandos en conjunto mientras que en la linea RPMI-8226 la expresion disminuia, ver

figura 43.
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Figura 43.- Expresion de los ligandos de NKG2D en PE tras el tratamiento de las lineas celulares JIN3 y
RPMI-8226 con 33 uM de tigeciclina.

5.2.8.2. Ligandos virales: CD155, CD112.

En el caso de la expresion de los ligandos CD155 y CD112 se utilizé una

combinacién de anticuerpos en el mismo fluorocromo para reconocer. Se obtuvieron

resultados opuestos en cada una de las lineas analizadas. La linea celular JJN3 al tratarla

con tigeciclina mostraba que estos ligandos disminuian su expresion; mientras que en la

linea RPMI-8226 se observo que la expresion de los ligandos aumentaba (Figura 44).
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Figura 44.- Expresion de los ligandos virales CD155 y CDI112 en PE tras el tratamiento de las lineas
celulares JIN3 y RPMI-8226 con 33 uM de tigeciclina.

5.2.8.3. HLA-E

La expresion de este péptido, Complejo mayor de histocompatibilidad clase | E,
que se une a receptores de las células NKs, se encontrd disminuido en la linea JJN3 tras
el tratamiento con tigeciclina. En la linea RPMI-8226, sin embargo, se observé un
aumento en la expresion de HLA-E, ver figura 45.
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Figura 45.- Expresion de HLA-E en APC tras el tratamiento de las lineas celulares JJN3 y RPMI-8226 con
33 uM de tigeciclina.

5.2.8.4. Ligandos de apoptosis: FAS, TRAIL-DR4, TRAIL-DR5.

El estudio de estos tres ligandos de apoptosis reveld una disminucién de la

expresion en ambas lineas estudiadas tras el tratamiento con tigeciclina como se
representa en la grafica 46.
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Figura 46.- Expresion de los ligandos de apoptosis en APC tras el tratamiento de las lineas celulares JIN3
v RPMI-8226 con 33 uM de tigeciclina.

5.2.8.5. Ligandos de muerte celular programada (Programmed cell death
ligands): PD-L1, PD-L2.

Tras observar que en ninguno de los ligandos anteriores se encontraba una
tendencia clara que justificara el aumento de citotoxicidad en presencia de células
efectoras, se finalizo con el estudio de los ligandos de muerte celular programada o PD-
L1y 2. En este caso, los resultados mostraron una tendencia, es decir, en ambas lineas
tras someterlas al tratamiento de tigeciclina se produjo una disminucion en la expresion

de ambos ligandos (Figura 47).
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Figura 47.- Expresion de los ligandos PD-L1 en PE y PD-L2 en APC tras el tratamiento de las lineas
celulares JIN3 y RPMI-8226 con 33 uM de tigeciclina.
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5.3. ESTUDIO EX VIVO

Con el fin de verificar la eficacia de la tigeciclina, tanto en monoterapia como en
combinacion con bortezomib en células plasmaticas de pacientes con MM, se procedi6 a
realizar un experimento ex vivo. De esta forma, tanto células de médula dsea recién
extraidas de pacientes con GMSI (n=1) como con MM (n=3) se sometieron a las distintas
condiciones de tratamiento bajo estudio; bortezomib a 2 nM, tigeciclina a 3,7 pM y la
combinacion de ambos farmacos. Al evaluar el porcentaje de células plasmaticas totales
CD38+/CD138+ vivas tras la exposicion a los tratamientos durante 48h, se detecto la
misma tendencia observada en las lineas celulares, es decir, la tigeciclina provoco
citotoxicidad por si sola, reduciendo alrededor de un 40% la poblacién. Ademas, su
combinacion con bortezomib aumentd la citotoxicidad respecto al uso de bortezomib en
monoterapia, obteniéndose supervivencias cercanas al 50% (ver figura 48 ay b). Ademas,
se pudo estudiar la expresion de la sonda mitoTracker Red en las distintas condiciones,
revelandose que las celulas primarias de pacientes con MM tratadas con tigeciclina y /o
su combinacion con bortezomib reflejaban una disminucion del potencial de membrana
mitocondrial mientras que las células de pacientes con GMSI no mostraban ningin

cambio sustancial (Figura 48c).
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Figura 48.- Estudio de la combinacion de bortezomib y tigeciclina ex vivo con células primarias de pacientes
con GSMI y MM. a) Grdfico de barras con los porcentajes de supervivencia de la poblacion de células plasmaticas
CD38+/CD138+ tras los tratamientos durante 48h. b) Dot plot representativo que muestra el porcentaje de células
CD38+/CD138+de un paciente de MM tras su tratamiento con bortezomib, con tigeciclina/o con la combinacion de
ambos durante 48hc) Grafico de barras con la media geométrica de la expresion del MitoTracker Red tras la

incubacion de los tratamientos 48h.
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5.4. ESTUDIO IN VIVO

Después de analizar los datos de los estudios in vitro y ex vivo, se procedié a
validar la eficacia de la tigeciclina sola 0 en combinacién en un modelo in vivo de MM.
Con el fin de modelar el efecto terapéutico anti-mieloma de la tigeciclina se generd un
modelo animal con alta actividad mitocondrial, que permite recapitular la agresividad de
la enfermedad. Para ello se realizé un xenoinjerto con un millon de células de la linea
JIN3-ffLuc-GFP en ratones NSG hembras, como se describe en el apartado 4.2.14.
Acorde a la prueba piloto en la que se valoro el éxito del injerto sin necesidad de someter
a los animales a irradiacion, se determind que para llevar a cabo el experimento se podia
prescindir de irradiar a los animales puesto que estos desarrollaron el mieloma tal y como
se habia descrito previamente con irradiacion. A continuacion, para comprobar la
efectividad del tratamiento se evalu6 semanalmente la progresion de la enfermedad
mediante la cuantificacion de la sefial luminiscente obtenida de la imagen in vivo.

Finalmente se analizo la supervivencia en cada grupo de tratamiento.

5.4.1. Bioluminiscencia

Los estudios semanales de imagen in vivo se examinaron para determinar las
variaciones en la sefial luminiscente de cada grupo de tratamiento a lo largo del tiempo
(6 semanas). Los resultados obtenidos muestran como la tigeciclina y la combinacién con
bortezomib inhiben la proliferacion de las células tumorales en comparacion con el grupo

de ratones control y el grupo de los tratados con bajas dosis de bortezomib (Figura 49a).

5.4.2. Curva de supervivencia

Acorde a los resultados de bioluminiscencia, el estudio de la supervivencia reveld
que los animales tratados con tigeciclina y/o su combinacién con bortezomib alcanzaban
unas supervivencias medias de 31 y 33 dias respectivamente en comparacion con los 27
y 25.5 dias registradas en los grupos control y en los tratados Gnicamente con bortezomib,
como se observa en la figura 49b. Ademas, los anélisis estadisticos demostraron que el
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aumento de la supervivencia de los grupos tratados con tigeciclina, tanto sola como en
combinacidn, es significativo respecto al grupo control (Control - tigeciclina p = 0.0004;
control - combinacion p = 0.02) y al grupo tratado s6lo con bortezomib (Bortezomib -

tigeciclina p = 0.0001; bortezomib — combinacion p = 0.01).
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Figura 49.- Estudio de la combinacion de bortezomib y tigeciclina in vivo en ratones NSG injertados con la
linea JIN3-ffLuc-GFP. a) Tabla con las imagenes de bioluminiscencia dorsales y ventrales obtenidas de cada grupo
de tratamiento en 4 momentos temporales del experimento (dia 15, 22, 36 y 43). b) Andlisis de supervivencia Kaplan-
Meyer de los ratones NSG (n=40) expuestos a los cuatro condiciones de tratamiento bajo estudio. Se representa la

significacion estadistica entre los grupos control-tigeciclina (***p = 0.0004) y control-combinacion (**p = 0.02).
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El Mieloma Multiple, es un tumor hematoldgico que se caracteriza por presentar
un metabolismo aberrante, cuya energia se obtiene fundamentalmente por la glucdlisis
(94) . Para su proliferacion, las células plasmaticas presentan un comportamiento errético,
determinado por el metabolismo mitocondrial, un mecanismo biolégico muy bien
caracterizado en el contexto de apoptosis (122), pero apenas estudiado en cuanto a la

actividad mitocondrial en la evolucién de la enfermedad del MM.

6.1. ELEVADA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL EN EL
DESARROLLO Y PROGRESION DEL MIELOMA MULTIPLE.

Los datos obtenidos de muestras de pacientes tanto, en estadios pre-malignos
(GMSI 0 SM) como en el momento de diagndstico de la enfermedad como en las recaidas,
representan la primera caracterizacion de la actividad mitocondrial y su implicacion en la
progresion del mieloma mdaltiple. De forma que el estudio llevado a cabo ha permitido
establecer los niveles de expresion de ciertas moléculas implicadas en dicha actividad

mitocondrial tanto a nivel génico, proteico como funcional segun progresa la enfermedad.

Previamente, ha sido descrito que otros tumores hematologicos como la leucemia
mieloide aguda, presentan una alteracion de la biogénesis mitocondrial debida al aumento
de expresién de genes como MYC, TFAM, TUFM 'y NRF1, pudiendo suponer una nueva
vulnerabilidad en el tratamiento de la enfermedad (87). En este trabajo, los genes MYC,
HNRNPK, TFAM, TUFM, NRF1 'y COXII, mostraron la misma tendencia de aumento de
los niveles de expresion, es decir, se ha encontrado que su expresion se encuentra mas
elevada en muestras de pacientes con MM al diagndstico o en recaida que en pacientes
en uno de los estadios pre-malignos, como son GMSI 0 SM. Estas conclusiones se pueden
extraer en base a los hallazgos encontrados en los tres estudios realizados a nivel génico
en este trabajo; como son el analisis de datos obtenidos del repositorio COMMPASS, de

la base canEvolve y de los pacientes del Hospital 12 de Octubre.

En concreto, los andlisis de expresion de RNAseq reportados sobre los genes
MYC, COXII, TUFM, NRF1 o HNRNPK en 770 pacientes con MM de la base de datos
COMMPASS (Fig. 12a) demuestran que una elevada expresion de estos genes se

encuentra directamente relacionada con una menor supervivencia libre de progresion. Por
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otro lado, los resultados obtenidos de la base canEvolve han permitido detectar que el
aumento de expresion de los genes TFAM, TUFM, MYC, HNRNPK y NRF1 se produce
segun progresa el mieloma. De esta forma, se ha verificado que la expresion de dichos
genes es significativamente mayor en pacientes con GMSI, SM, MM al diagnostico o
MM en recaida que en sujetos sanos; incluso que la expresion en los pacientes en recaida
y al diagndstico es mayor que en pacientes en estadios pre-malignos; con que es la primera
vez que se evidencia el aumento de los niveles de expresion de los genes TUFM,
HNRNPK, NRF1y COXII en el MM. Por otro lado, se ha permitido validar los niveles de
expresion de MYC'y TFAM. De hecho, acorde a los resultados obtenidos, esta descrito
que MYC estimula la biogénesis mitocondrial (123) y los pacientes de mieloma que
presentan alteraciones genéticas de MYC muestran un peor prondstico (112). Ademas, el
aumento de TFAM y MYC ha sido recientemente descrito en la progresion del mieloma

(104), tal y como se observa en las cohortes estudiadas de pacientes en recaida.

Los estudios llevados a cabo por g°PCR con muestras de pacientes del Hospital 12
de Octubre, reflejan la misma tendencia de aumento de expresion de los genes MYC,
TUFM, TFAM, HNRNPK y NRF1 segun progresa la enfermedad, sobre todo en las
muestras de recaidas. De esta manera, la baja expresion detectada en los casos de los
genes TUFM'y TFAM en los pacientes al diagnostico en comparacion con los niveles de
expresion de pacientes con GMSI, parece deberse a que en los pacientes de este grupo ya
existan alteraciones de la expresion con respecto a la situacion normal (Figura 17a-b).
Para este tipo de técnica no se ha podido obtener suficiente calidad de muestra procedente
de donantes mediante los métodos de extraccion de ADN/ARN, ya que el nimero de
células plasmaticas CD138+ purificadas es muy reducido; ello se debe a que la presencia
de estas células de forma fisioldgica en médula dsea es inferior al 1%. Otra de las razones
por las que se atribuye la deteccidn de reducidos niveles de expresion en los pacientes al
diagnostico, puede deberse a la amplia heterogeneidad de las muestras, ya que los valores
de desviacion obtenidos en los genes TUFM y TFAM muestran un amplio intervalo,
siendo la media + desviacion tipica de 0.55 + 0.44 para el gen TUFM y de 0.7 £ 0.32 para
el gen TFAM. Sin embargo, debido al pequefio tamafio muestral, no podemos descartar
que dichas diferencias existan en los pacientes en recaida al compararlos con pacientes
con GMSI (n=7 en recaida y n = 9 con GMSI). Respecto a los niveles de expresion de los
genes NRF1y HNRNPK (Figura 17d-e), se ha registrado una ligera tendencia de aumento

de expresion segun progresa la enfermedad. Sin embargo, no se detectan diferencias
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significativas entre los distintos estadios; de nuevo, pudiéndose deber al reducido numero
de muestras empleadas. En el caso del gen MYC (Figura 17c), la expresion por gPCR no
mostraba diferencias entre los grupos; sin embargo, al comparar muestras de pacientes
con SM, de MM al diagndstico y en recaida con pacientes GMSI, si que se evidenciaban
esas diferencias. De hecho, se pudo analizar la supervivencia libre de progresion por SPSS
respecto a los niveles de expresion de MYC (Figura 18), revelando que existe una menor
supervivencia de los pacientes con alta expresion del gen, tal y como se habia constatado
en los resultados del anélisis del COMMPASS. En este trabajo, ademas, se puede
confirmar que la reduccion de la supervivencia en funcion de la elevada expresion de
MYC, se produce en los cuatro momentos de la enfermedad evaluados (GMSI, SM, DX
y REC).

Estudios previos han demostrado que los genes implicados en la cadena
respiratoria y en el metabolismo de la glucosa se encuentran sobreexpresados en el
mieloma (96, 100); por lo que una mayor expresion de los genes relacionados con la
biogénesis mitocondrial, es consistente con las alteraciones mitocondriales que se
suceden en la progresion de la enfermedad. En concreto, la expresion de MYC se
considera como el claro ejemplo de la expansién mitocondrial ya que varios genes como
TFAM, TUFM y NRF1, que intervienen en la transcripcion y traduccion mitocondrial,
son directamente regulados por MYC (114). Ademas, resultados previos del grupo
determinaron que los pacientes con mieloma presentaban un aumento del ADNmt (120),
relacionandose con el aumento de expresion de TFAM, conocido por ser esencial en el
mantenimiento del ADNmt (124, 125). Por tanto, el ADNmt promueve la oncogénesis,
lo que influye en los patrones de expresion génica (79), y en la consecuente malignizacion
de las células plasmaticas. De esta forma se quiso analizar los niveles de expresion de
vias relacionadas con la biogénesis mitocondrial, constatandose que a través del estudio
de las firmas moleculares (MitoBio) de las vias de la cadena respiratoria y de la actividad
de la enzima COX se observan mayores niveles de expresion de estas vias en pacientes
con MM de nuevo diagndéstico y en recaida que en sujetos sanos. La deteccion de las
firmas MitoBio sobreexpresadas, esta en concordancia con la activacion de la via de la

fosforilacion oxidativa (OXFOS) reportada por Zhan y colaboradores (104).

Por otro lado, para verificar a nivel proteico la activacion de la fosforilacion
oxidativa, se estudid la expresion de una de las proteinas méas abundantes de la
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mitocondria, la subunidad Il del complejo IV de la cadena respiratoria (COXII). Los
resultados obtenidos demuestran que esta proteina se encuentra mas expresada en
pacientes con MM al diagndéstico y en recaida, que en estadios previos de la enfermedad
(Figura 19). En este caso, no se pudo valorar la diferencia de expresion en comparacion
con donantes sanos ya que el cilindro de médula dsea del paciente solo se procesa en
personas con sospecha de la enfermedad. Sin embargo, los analisis de la enzima
citocromo c oxidasa si que se pudieron comparar con sujetos sanos. Esto se debi6 a que
el procesamiento de este tipo de muestras se hizo directamente en fresco por nuestro
laboratorio. La evaluacidon de la funcién mitocondrial a través de la tincion de la enzima
COX ha sido previamente descrita en células musculares para determinar su disfuncién
(117, 126), considerandose un buen indicador subrogado de dicha funcion en otros
canceres, como es en el colorrectal (82). En este trabajo, las células diana eran las células
plasmaticas y el objetivo ha sido verificar un aumento de funcion segin progresa el
mieloma. Los resultados obtenidos han revelado un aumento de tincion, demostrando asi,
que el aumento de actividad de la enzima COX esta directamente relacionado con el
aumento del contenido proteico de la COXII, tal y como sugieren Samelman y
colaboradores (127). Ademas, es conocido que la actividad de COX, al ser un componente
critico de la cadena de transporte de electrones, afecta directa o indirectamente todos los
aspectos de la funcién mitocondrial (128). Es por ello que la ultima caracterizacién
funcional llevada a cabo, fue el estudio de la masa y el potencial de membrana

mitocondriales.

Los estudios dirigidos a conocer la masa mitocondrial y el potencial de membrana
mitocondrial han demostrado que se produce un aumento de ambas sondas en pacientes
con MM respecto a pacientes en estadios previos de la enfermedad (GMSI).
Curiosamente, en trabajos recientes enfocados a resistencias a inhibidores del
proteasoma, se muestra como las células mielomatosas presentan un fenotipo maligno
acompafado por un aumento de la masa mitocondrial asi como una mayor dependencia
en la respiracion mitocondrial (102, 106). Incluso otros autores sugieren que son las
células tipo pluripotentes, con reducida expresion de CD138, las que presentan mayor
masa mitocondrial y un elevado potencial de membrana mitocondrial (92). Ademas, se
conoce que el potencial de membrana se ve afectado por la hexokinasa Il, y en MM el
grupo de Arfani han revelado que esta enzima se encuentra sobreexpresada (94).
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En resumen, esta primera parte del trabajo confirma observaciones previas sobre
la reprogramacion metabdlica en el MM vy profundiza en la caracterizacion de la funcion
mitocondrial tanto en pacientes en estadios pre-malignos de la enfermedad (GMSI y SM)
como en pacientes al diagnostico como en recaida. El estudio de los genes ha permitido
correlacionar su expresion con la supervivencia, sin embargo, a pesar de la falta de
significacion en el resto de andlisis, tanto funcionales como proteicos, por el limitado
namero de muestras y la gran heterogeneidad de los pacientes empleados; si que se ha
podido detectar una clara tendencia que podria influir en la supervivencia, por lo que se
necesitan mas estudios con un tamafio muestral mayor que permitan evaluar su

correlacion.

6.2. LA INHIBICION MITOCONDRIAL ES UN MECANISMO DE
CITOTOXICIDAD EN EL MIELOMA MULTIPLE. EFICACIA DE
LA TIGECICLINA EN MONOTERAPIA Y EN COMBINACION
CON BORTEZOMIB.

6.2.1. Inhibicidn de la actividad mitocondrial del Mieloma Multiple in vitro

Para esta segunda parte del trabajo, acorde a los resultados obtenidos de la
caracterizacion fenotipica de los pacientes, se seleccion6 como modelo celular de estudio
una linea de mieloma que presenta un alto ADNmt, alta expresion de MYC y elevada
actividad mitocondrial (Figura 22). Fue la linea JIN3 la que presentd estas tres
caracteristicas evaluadas. De hecho, Sanchez y colaboradores demostraron que las lineas
JIN3 y RPMI-8226 exhiben un metabolismo alterado (97). Sin embargo, hay que tener
en cuenta que estudios previos han descrito como las células primarias de MM presentan

un metabolismo mitocondrial aumentado en comparacion con las lineas celulares (102).

Nuestros hallazgos han sentado la base de que la elevacién de la actividad
mitocondrial es un mecanismo de malignidad unido a c-Myc y a la fosforilacion
oxidativa. De hecho, la maquinaria mitocondrial ha sido previamente descrita como diana

indirecta para el bloqueo de c-Myc a través del uso de antibioticos (129). Son varios los

132



Discusion

autores los que proponen nuevas dianas dirigidas al elevado metabolismo de las células
de MM, debida a la alta dependencia en la fosforilacion oxidativa (70, 73, 105). De hecho,
en los altimos afios, diferentes clases de antibidticos se han aprobado por la FDA como
es el caso de la neomicina en el cancer de estobmago, por su efecto independiente para
tratar infecciones al inhibir la biogénesis mitocondrial en células tumorales (130). La
tigeciclina inhibe la sintesis proteica bacteriana y, debido a la similitud de la mitocondria
y los ribosomas bacterianos, también se ve inhibida la sintesis de proteinas codificadas
por la mitocondria (131). Nuestros resultados estan en linea con las observaciones previas
en otros canceres hematoldgicos que ya demostraron un efecto terapéutico de la
tigeciclina en diferentes tumores hematoldgicos como en linfoma (131), en la leucemia
mieloide aguda (89, 132) e incluso en el mieloma (133). En este contexto se demostrd
que la tigeciclina dirige su efecto contra la célula plasmatica inhibiendo la respiracién
(medida como OCR o tasa de consumo de oxigeno) y la actividad de COX, disminuyendo
el potencial de membrana mitocondrial y reduciendo la abundancia de los complejos | y
IV de la cadena respiratoria y la expresion de c-Myc/ HnRNP K.

Ademas de la tigeciclina, hay otros inhibidores mitocondriales que pueden ser
utiles en tumores reprogramados metabolicamente. Uno de estos compuestos es
venetoclax, que actia como inhbidor de Bcl2 (134). Sin embargo, a diferencia de la
tigeciclina, venetoclax parece ser mas citotoxico en células plasmaticas con reducida
respiracion mitocondrial (135). El aumento de fosforilacion oxidativa en MM puede ser
un inconveniente en el tratamiento con venetoclax, pero la inclusion de tigeciclina podria
suponer una nueva ventana terapéutica en el tratamiento del MM y de otras alteraciones

de células B, especialmente con la contribucion de c-Myc (136).

En este trabajo se ha podido explorar el beneficio que aporta la combinacion de
tigeciclina con bortezomib. Se constato que la citotoxicidad de ambos farmacos juntos
mejoraba el efecto producido de cada fa&rmaco en monoterapia, al obtenerse buenos
indices de sinergia (Cl < 0,5). Es por ello que se evaluaron los patrones de actividad
mitocondriales como resultado del tratamiento de la combinacion. De forma que la
sinergia de bortezomib y tigeciclina provoca una disminucion mas acusada de la
respiracion mitocondrial y de la expresion proteica de los complejos de la cadena
respiratoria que la provocada por la tigeciclina sola (Figuras 26-29). Sin embargo, en el
tratamiento con bortezomib o carfilzomib se observd como todos los parametros

mitocondriales se veian estimulados, a excepcion de la expresion de c-Myc/ HNRNP K.
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De hecho, la disminucion de c-Myc y HnRNP K ha sido descrita en otras neoplasias de
células B tras el tratamiento con bortezomib (137). Sin embargo, cuando el tratamiento
con bortezomib se alarga en el tiempo se produce un efecto compensatorio, estimulandose
la expresion de c-Myc, tal y como se ha visto en los resultados obtenidos de las muestras
de pacientes en recaida (Figura 3c). Ademas, esta observacion coincide con estudios
previos que demuestran que algunos factores de transcripcion mitocondrial como TFAM
son regulados directamente por MYC contribuyendo a la ganancia de masa mitocondrial
(123, 129, 138) y por tanto, queda claro el papel del bortezomib en la reprogramacion
metabolica (102, 104-106, 139).

Por otro lado, se evalud la eficacia de la tigeciclina en células resistentes a
bortezomib, ya que hay autores que sugieren que las células de mieloma resistentes a este
farmaco pueden ser mas sensibles a inhibidores mitocondriales (105). En nuestros
experimentos, observamos que estas células resistentes a bortezomib respondian de la
misma forma a la tigeciclina que sus homdlogas sensibles. Este hecho podria deberse a
que las células resistentes o en recaida tienen un fenotipo “stem” que se ha relacionado
con una mayor actividad mitocondrial (92). Ademas, resaltar que los resultados obtenidos
de los estudios moleculares sobre el efecto en la actividad mitocondrial demostraron que
la combinacion de bortezomib y tigeciclina hacia disminuir esta actividad en cuanto a la
expresion de los complejos de la cadena respiratoria, la expresion de c-Myc, HNRNP K;
en cuanto a la actividad de la enzima COX y en cuanto al potencial de membrana
mitocondrial (Figura 32). Este hecho apoya la hipdtesis que reportan otros autores de que
otros mecanismos no mutacionales permiten que las células resistentes a inhibidores del
proteasoma reviertan esa resistencia, por ejemplo, aplicando terapias intermitentes a altas
dosis de los mismos inhibidores (50). En este trabajo se ha podido demostrar que
tratamientos de sensibilizacion con tigeciclina mejoraban el efecto citotoxico reportado
de sus correspondientes ensayos de combinacion tanto con bortezomib como con el
inhibidor de BRD4, e indirecto de MYC, JQ1 (Figuras 25 y 36). Por ello, son importantes
mas estudios que exploren los mecanismos moleculares que generan la resistencia, ya que
hasta ahora se han centrado fundamentalmente en buscar mutaciones como por ejemplo
las descritas en PSBM5 (140) o en el factor de crecimiento insulinico (141). De hecho, la
sobreexpresion de MYC en MM se considera un mecanismo de resistencia no
caracterizado (142-146). Y, HNRNPK, una ribonucleoproteina que regula c-Myc en
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neoplasias de células B, se ha propuesto que esta involucrada en el desarrollo de la

tumorogénesis (144).

En conjunto, estos hallazgos muestran que la elevacion de la biogénesis
mitocondrial en MM, es un mecanismo unido a c-Myc y a la reprogramacion metabolica,
lo que respalda el uso de inhibidores mitocondriales, como la tigeciclina, con inhibidores
del proteasoma, como bortezomib. De esta forma, la maquinaria mitocondrial es una
potencial diana indirecta de c-Myc que ha mostrado ser una alternativa eficaz con
antibioticos genéricos (129), como tigeciclina (88) y claritromicina entre otros (147, 148).
Es mas, otros autores han reportado un efecto sinérgico de la tigeciclina con el agente

quimioterapéutico de eleccion, cisplatino, en carcinoma hepatocelular (149).

La eficacia de la tigeciclina en células plasmaticas se produce fundamentalmente
por la alteracion de la actividad mitocondrial, pero también se ha podido describir que
influye en los niveles de expresion de c-Myc. De hecho, c-Myc se considera una molécula
clave en las neoplasias de células B, fundamentalmente porque regula la formacién de
centros germinales y el destino de las células B en la zona oscura y en la clara del bazo
(150). En el contexto del MM, el 20-50% de pacientes muestran translocaciones en c-
Myc, un 15-20% amplificaciones (151, 152) y en mas del 60% se identifica activacion de
la via de c-Myc (153). Se conoce que los canceres con sobreexpresion de c-Myc son a su
vez altamente dependientes de vias metabolicas especificas, que pueden no ser esenciales
en la célula y suponen una ventana terapéutica con la que alterar la expresion de c-Myc
(115). Este tipo de estrategias persiguen aprovechar el fenomeno de letalidad sintética. El
concepto de letalidad sintética tiene sus origenes en estudios genéticos y hace referencia
a la interaccion letal de dos genes, de forma que cuando uno de ellos esta alterado la
expresion es viable, pero cuando ocurre en ambos genes resulta letal (154). En los altimos
afos, este tipo de estrategias han ganado importancia, y en el caso de c-Myc se han
descrito varias moléculas que interaccionan con c-Myc de forma que su deplecién afecta
la expresion de este, como es el caso de la piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1)
(115) o la lactato deshidrogenasa (LDH), genes regulados por MYC. Por ejemplo, se ha
descrito que la inhibicion de LDH ha resultado en la inhibicidn de la linfomageénesis en
un modelo de cancer pancreatico (155). En el caso del MM, se ha explorado la interaccion
con BRD4, una proteina implicada en la elongacion de la transcripcion de MYC'y cuya
inhibicidn afecta la expresion de c-Myc (156). Es por ello que se llevaron estudios con el

conocido inhibidor de BRD4, JQ1, para esclarecer el mecanismo de accion a nivel
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molecular. En estudios previos de cancer de ovario se ha demostrado como el uso de JQ1,
hace disminuir la glicolisis de las células y la expresion de la enzima lactato
deshidrogenasa, que se encuentra desregulada por la expresion de c-Myc (157). En este
trabajo, los parametros mitocondriales evaluados no mostraron ningin cambio bajo el
tratamiento de JQ1. Si bien es cierto, que como era de esperar se verifico la abolicién de
c-Myc en las celulas de MM tras exponerlas a JQ1. Ademaés, la combinacion de
bortezomib y JQ1 muestra la reduccién de c-Myc, como respuesta de un mayor efecto

citotoxico, también reportado por otros autores (158).

En segundo lugar, se confirmé en este estudio la implicacion del receptor de
membrana CD38 en la actividad mitocondrial. Para esta parte del trabajo se utilizo la linea
celular RPMI-8226, ya que la linea JJN3 usada como modelo hasta ahora, no tiene
expresion de CD38, con lo que se decidid trabajar con la siguiente linea caracterizada
como de alta actividad mitocondrial (ver figura 22) y con expresion enddgena de CD38.
Previamente, Marlein y colaboradores han demostrado la relacion de CD38 y la
trasferencia de mitocondrias en células plasmaticas, lo que se traduce en un aumento de
la masa mitocondrial (102). En este contexto, los resultados reportados en este estudio
confirman que la tigeciclina provoca la reduccion de CD38 en la linea RPMI-8226, que
se acompafia con la disminucién de la actividad COX y del potencial de membrana
mitocondrial. En cuanto a la expresion de los complejos de la cadena respiratoria, se
encuentra cierta discordancia, ya que la reduccion de la expresion se detecta en los
complejos 111y V en la linea RPMI-8226, a diferencia de lo reportado con la linea JJN3,
en la que se encontraban disminuidos los complejos I y IV. Este hecho parece deberse a
las diferencias de actividad mitocondrial basal que presentan ambas lineas, tal y como se
puede observar en los estudios realizados en las 6 lineas celulares de mieloma para
clasificar su nivel de actividad mitocondrial (Figura 22). Por lo que se requieren mas
estudios que permitan discernir las diferencias de expresion que se encuentra en los
complejos tras el tratamiento con tigeciclina. De la misma forma, es necesario profundizar
en las causas por las que disminuye CD38 en presencia de células efectoras (Figura 39).
Si bien al estudiarlo en comparacion con el uso de daratumumab, que muestra un aumento
de la expresion de los complejos de la cadena respiratoria y de la actividad de COX, queda
patente que los mecanismos por los que el daratumumab hace disminuir CD38 son
independientes de las vias que pueda emplear la tigeciclina. De hecho, el aumento de

actividad mitocondrial podria deberse a la predisposicién que presentan las células de
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volverse resistentes a tratamientos con anticuerpos monoclonales como daratumumab a
través de la sobre-regulacién de CD38 como se ha sugerido previamente (159). En el caso
del estudio de la expresion de CD38 en presencia o0 ausencia de PBMCs tras el tratamiento
con daratumumab cabria esperar una mayor reduccion en la expresion de CD38 en la
condicion en presencia de PBMCs ya que la presencia de células efectoras provoca una
actividad inmunomediada por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA).
Sin embargo, los niveles de reduccion de CD38 son parecidos en las condiciones con/sin
PBMCs; en un principio cabria la duda de que el daratumumab y el anticuerpo CD38 de
citometria compiten por el mismo epitopo, pero acorde a la bibliografia publicada ambas
moléculas no compiten por la misma unién; ya que el clon HB7 correspondiente al
anticuerpo usado en citometria para CD38 se une a una localizacion diferente al
daratumumab en el dominio extracelular de la porcion C terminal (160, 161). Descartada
esta hipdtesis, se considera que la falta de deteccion de una mayor reduccion en la
expresion de CD38 en las células tratadas con PBMCs, pueda ser debido, a que las
PBMCs han sido puestas en cultivo apenas 4h tras las 48h en cultivo con el daratumumab,
con lo que células B reguladoras, T reguladoras y NK seguirdn manteniendo los niveles
de expresion de CD38, que suelen presentar de forma basal (162), provocando que en el
coémputo global de la expresion no se detecte una disminucién mayor de la fluorescencia.
Por tanto, la falta de identificacion fenotipica de estas poblaciones ha supuesto una
limitacion en el estudio de la expresion de CD38. Respecto al efecto que ejerce la
tigeciclina sobre la expresion de CD38, se demuestra que fundamentalmente se debe a la
presencia de células efectoras. En este contexto, los resultados obtenidos de la expresion
de los ligandos de apoptosis PD-L1 y PD-L2, justifican que la tigeciclina estimule de
forma indirecta el efecto de las células efectoras gracias a la reduccion de estos dos
ligandos, que generalmente se encuentran blogueando el sistema inmune, acorde a lo
publicado previamente (163, 164). De hecho, el grupo de Costa confirma que esta
inmunosupresion descrita en pacientes con MM se debe a la interaccion del
microambiente, la expresion de CD38 y la expresion de PD-L1 (38). Ademas, otros
autores han demostrado que el aumento de expresion de PD-L1 estd asociado con la
progresion de la enfermedad de GMSI y SM a MM (1), y a su vez regulado por la
expresion de c-Myc (165), lo que apoya los resultados descritos. De la misma forma,
estudios con otros inhibidores mitocondriales como la metformina provocan una

reduccion de la expresion de los ligandos PD-L1 y PD-L2 (163). Otra de las formas de
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inmunosupresion que se han descrito en MM es la debida al aumento de los ligandos de
apoptosis FAS L y TRAIL bloqueando la actividad de las células T (94, 166, 167). En
este estudio se ha podido demostrar la reduccion de la expresion de estos ligandos en la
célula plasmatica tras el tratamiento con tigeciclina, lo que justifica que la citotoxicidad

observada al usar células efectoras se viera aumentada.

6.2.2. Citotoxicidad ex vivo del inhibidor mitocondrial, tigeciclina, en

células primarias de pacientes con MM

La realizacion de este estudio ha permitido validar la eficacia citotoxica de la
tigeciclina en células primarias de pacientes. Para este tipo de experimentos la muestra
de médula 6sea extraida de los pacientes fue separada mediante ficoll para obtener asi las
células mononucleadas, que fueron expuestas a los distintos tratamientos. Estudios
previos demuestran que, el uso de todas las células mononucleadas, o la fraccion de
CD138+ purificadas mediante bolas magnéticas, es igual de util para llevar a cabo
estudios ex vivo; de hecho parece ser incluso méas beneficioso usar toda la fraccion de
células mononucleadas obtenidas del ficoll, ya que células mielomatosas tendran parte
del soporte celular que tienen de manera fisiologica (168). De hecho, otros autores
reclaman la importancia de realizar los estudios de farmacos y sus combinaciones en
modelos que simulen el microambiente en médula dsea , y para ello proponen modelos
de cultivo 3D, los cuales todavia estdn poco explorados y son costosos (169). Sin
embargo, para este trabajo se emple6 como se ha descrito, toda la fraccion de células
mononucleadas para los tratamientos ex vivo. Hay que recalcar que, en el caso de
bortezomib, existen estudios previos en celulas primarias de pacientes con MM que
corroboran los resultados reportados en este trabajo (170). Se ha podido observar que en
los tres pacientes estudiados con MM los resultados de viabilidad eran variables en
presencia de 2 nM de bortezomib, encontrdndose desde ningun efecto a una reduccion de
la supervivencia entre un 14 y un 24%. Esta misma variabilidad es la que describen
Hideshima y colaboradores al comprobar que las células primarias de MM expuestas a
dosis crecientes de bortezomib presentaban valores de IC50 entre 2,5 nM y 30 nM (170).
En el caso de la tigeciclina, las diferencias encontradas en el porcentaje de células
CD138/CD38+, fueron mas pequefias; la desviacién fue de 9.7 mientras que para las
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células tratadas con bortezomib era de 21.6 (ver figura 34). Ademas, se pudo comprobar
que el efecto citotdxico provocado in vitro a dosis de 3.7 uM en la linea JJN3 (Figura 9),
se correspondia con la reduccion detectada en el porcentaje de células CD138/CD38+
tratadas con la misma dosis de tigeciclina. Resultados similares se han reportado en
estudios con otros tumores hematologicos, como en células primarias de leucemia
mieloide aguda (89) y de leucemia mieloide cronica (132). Los hallazgos de este estudio
muestran como la tigeciclina, empleada en monoterapia 0 en combinacion con
bortezomib reduce el porcentaje total de células plasmaticas tras 48 horas de tratamiento.
Si bien es cierto que la poblacion utilizada para este experimento es muy reducida (N =
4), por lo que deberia ampliarse el estudio. Las razones que se encuentran detras de esta
limitacién se deben fundamentalmente a las dificultades que muestran las células

primarias de mieloma para ser cultivadas ex vivo, acorde a publicaciones previas (171).

6.2.3. Reduccién de la carga tumoral de MM in vivo con tigeciclina en

monoterapia y en combinacion con bortezomib

Los modelos murinos de mieloma mdultiple son una herramienta clave en el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Son numerosos los modelos preclinicos que
se han descrito, sin embargo, no hay ningin sistema que modele de forma eficaz la
enfermedad (66).

Los ratones NOD/SCID-gamma, con ausencia de expresion de interleucina 2 (IL-
2) han sido caracterizados como un modelo de raton capaz de desarrollar mieloma
maultiple en médula 6sea, mediante el injerto ya sea de lineas celulares como de células
primarias de pacientes (172). Estos ratones NSG, han demostrado ser un modelo muy
eficaz para la realizacion de xenotransplantes. La razon fundamental por las que estos
ratones son mas Utiles se argumenta por la mejora asociada al injerto a causa de una
funcion inmune residual; ya que en comparacion con otros ratones inmunodeprimidos,
como es el caso de los ratones NOD/SCID, el injerto se ve favorecido por la ausencia de
células NK (67). Sin embargo, la bibliografia reporta que en la mayoria de los casos los
animales han de ser sometidos a irradiacion 24h previas a la inoculacion de las células
tumorales para asegurar el éxito del injerto. Si bien, en este trabajo se pudo establecer que
se podia prescindir de la irradiacion de los ratones ya que en el caso de la linea utilizada,
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JIN3, el mieloma se establecio y se desarrolld correctamente acorde a lo publicado con
animales sometidos a irradiacion. De esta forma, en el experimento final nuestros
resultados validan el correcto injerto del mieloma en el 90% de los ratones (18/20) a los
15 dias de la inoculacion intravenosa de las células tumorales, mediante imagen in vivo.
Si bien es cierto que 7 dias después (22 dias post-injerto) se detecto sefial luminiscente
en el 100% de los animales. De la misma forma ha sido reportado en un estudio, que con
la linea celular MML.S a dia 14 post-injerto no todos los ratones presentan sefial luminica,
sin embargo, se vio que a dia 22 todos los animales presentaban sefial. En este mismo
trabajo, los autores sefialan que lineas celulares de MM, como la MM1.S o la JJN3 son
de las mas representativas del tumor desarrollado en los pacientes (173). En cuanto a las
variables sexo y edad, se determind el uso de ratones hembra NSG de 6 a 8 semanas de
edad, acorde a bibliografia previa (174). EI mieloma maultiple en humanos tiene una
incidencia ligeramente mayor en hombres que en mujeres (175), pero en este trabajo se
han usado hembras para evitar agresividad entre los animales, y en base a estudios que
avalan que la variable bioldgica asociada al sexo sélo debe tenerse en cuenta en estudios

que impliquen cambios hormonales (176).

El injerto de la linea JIN3-ffLuc-GFP por via intravenosa de 1x108 células resultd
ser efectivo, ya que los animales presentaron como principal sintoma, la paraplejia
aproximadamente a las 3 semanas tras el injerto, signo clinico asociado a la agresividad
de la linea celular. Ademas, Lawson y colaboradores demuestran la infiltracion de células
JIN3 en médula 6sea (174). De esta forma se confirma que el modelo de MM con la linea
JIN3 es altamente reproducible, acorde a lo reportado por otros autores previamente (66,
67,177, 178).

El seguimiento de una vez por semana de la sefial luminica a través de imagen in
vivo ha permitido de una forma no invasiva, registrar como progresaba el mieloma en los
animales control y cdmo se alteraba su progresion en los tres grupos de tratamiento. El
procedimiento para llevar a cabo este seguimiento se basé en publicaciones previas (66,
172). Hay que resefiar que en uno de los animales del grupo control, como se puede ver
en la figura 49a, el estudio de la sefial luminica no se ha correlacionado directamente con
el grado de infiltracion de la enfermedad, pues a dia 22 post-injerto apenas presentaba
sefial en el estudio de imagen y, sin embargo, a los 7 dias (29 dias post-injerto) se tuvo
que sacrificar por inicio de paralisis debida al MM. Esta limitacién de la imagen in vivo

puede deberse a una posible pérdida de la expresion del gen luciferasa, de forma que la
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imagen in vivo no se corresponda con la evolucion clinica de los animales. Hasta el
momento, no se conocen estudios que describan la variabilidad entre la imagen in vivo y
el nimero de células injertadas. De hecho, aunque es conocido que en este modelo murino
de MM, los primeros signos de la enfermedad se producen generalmente a las 3 semanas
del injerto intravenoso (67, 173, 178), los estudios previos no dan informacién sobre la
apariciéon de sintomatologia, como es la paralisis de los miembros posteriores y su

correlacion con la imagen in vivo.

En cuanto a los tratamientos, en el caso de los ratones tratados con bortezomib,
las imagenes in vivo muestran a los 22 dias post-injerto menor intensidad de sefial que los
ratones del grupo control; sin embargo, las diferencias de supervivencia media entre
ambos grupos son de apenas 1.5 dias (25.5 de media en el grupo de bortezomib y 27 dias
de media en el grupo control). Estudios previos muestran resultados similares, como es
el grupo de Beider, que a los 24 dias post-injerto con la linea RPMI18226, los ratones se
sacrifican por inicio de morbilidades, tanto en los tratados como los que no, detectandose
una menor presencia de la linea celular en médula Gsea en los ratones tratados con
bortezomib que en los controles (179). En otro estudio se puede ver como a 28 dias tras
el injerto de la linea L363, los ratones de los distintos grupos de tratamiento se sacrifican
por inicio de pardlisis, sin embargo, la imagen in vivo previa, muestra como los animales
tratados con bortezomib presentan una menor sefial que los controles (180). Respecto a
los tratamientos con tigeciclina, es la primera vez que se demuestra como se reduce la
carga tumoral en la imagen in vivo de los ratones tratados con tigeciclina y o su
combinacion con bortezomib. Ya que estudios previos habian explorado el efecto de la
tigeciclina, pero en un modelo de enfermedad de MM subcutaneo, controlando las
variaciones de volumen de la masa tumoral (133). Con todos estos resultados, queda
patente la falta de estudios que describan y analicen la supervivencia de los animales asi
como la necesidad de trasladar los hallazgos de los modelos in vivo a la practica clinica
(181).

A lo largo de este trabajo se persigui6 el uso de las 3Rs, para conseguir la maxima
calidad en la investigacion, minimizando los posibles problemas tal y como sugirieron
Russell y Burch en 1959 (182). En el caso del reemplazo, el desarrollo de este estudio se
justifica a través de su autorizacion por parte de la autoridad competente, ya que a dia de
hoy no existen métodos alternativos que permitan predecir el potencial anti-tumoral de la

terapia bajo estudio, mas alla de los ensayos de citotoxicidad in vitro. Por lo que el modelo
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in vivo €s imprescindible para la validacion de la terapia. Respecto al nimero de animales
que fueron necesarios para realizar el estudio se consideré un minimo de 10 por grupo,
ya que no se encontraron estudios similares que lo justificaran. Si bien es cierto, que
acorde a la ecuacion de recurso en la que se calcula el valor E, que resulta de la resta del
numero total de animales respecto al numero total de grupos, se deduce que con 7
animales por grupo podria haber sido suficiente para detectar las diferencias entre los
grupos (183). De forma, con el objetivo de refinar en el uso de animales y ya que el uso
de imagen in vivo se considera un argumento clave para la reduccién del nimero de
animales en los experimentos (184), se expusieron solo 5 animales por grupo a este
procedimiento. La bioluminiscencia permitid la deteccién y la cuantificacion de la sefial

de luminica que presentaban los animales en cada grupo de tratamiento.

En el caso del refinamiento, para la administracion de bortezomib y tigeciclina se
siguieron las indicaciones previamente descritas por otros autores. El uso de la tigeciclina
se realizd acorde a experimentos similares en modelos murinos de leucemia mieloide
cronica (132) y aguda (89), a través de aumentos progresivos de la dosis a lo largo de las
4 semanas de tratamiento (50 — 100 mg/kg). En el caso de bortezomib, muchos de los
estudios indican su administracion por via intravenosa (185, 186). Sin embargo, para la
tigeciclina, la via de administracion de eleccidn es la intraperitoneal; con lo que de cara a
realizar el tratamiento combinado de bortezomib y tigeciclina, se buscaron referencias
que reportaran la eficacia de la administracion de bortezomib por via intraperitoneal (187,
188). Todas estas medidas han permitido reducir al minimo cualquier efecto colateral tras
la administracidn de cualquiera de los dos farmacos, como por ejemplo la toxicidad. Los
resultados obtenidos en esta parte del trabajo han mostrado que el uso de imagen in vivo
es clave para hacer un seguimiento de la evolucién de la enfermedad del MM en los

animales.

Estos hallazgos han permitido validar los resultados obtenidos tanto in vitro como
ex vivo con la tigeciclina y/o su combinacion con bortezomib. De hecho, los ratones
tratados con tigeciclina en monoterapia han mostrado una reduccion significativa de la

enfermedad acorde a estudios previos (133).
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1. Los estudios de expresion genica, proteica y funcional de moléculas clave en el
metabolismo mitocondrial muestran alteraciones en pacientes de gammapatias
monoclonales de significado incierto, mieloma smoldering, mieloma multiple y
mieloma multiple en recaida. Estos resultados ponen de manifiesto que los distintos
estadios de la enfermedad se ven acompafiados de una elevacion progresiva de la
actividad mitocondrial, lo que sugiere su implicacion en el desarrollo, progresion y

generacion de resistencias en el mieloma multiple.

2. La seleccion de la linea celular de mieloma maultiple JJN3 y su homoénima
resistente a bortezomib, JJN3 R, es la aproximacion metodoldgica mas apropiada
para analizar la actividad mitocondrial debido a que los parametros mitocondriales
analizados se encuentran mas elevados, representando de forma significativa la
situacion en pacientes tanto con mieloma al diagndstico como en resistencia a
bortezomib. La seleccion del modelo murino NSG injertado mediante inyeccion
intravenosa con la linea celular JJN3, sin necesidad de irradiacién, es la aproximacién
metodologica méas adecuada para imitar el desarrollo de la enfermedad del mieloma
multiple debido a que el tumor se establece y prolifera desde médula Osea, y es

reproducible entre los animales.

3. El inhibidor mitocondrial tigeciclina es eficaz en lineas celulares de mieloma in
vitro, en celulas primarias de pacientes ex vivo y en el modelo de raton con la linea
JIN3 in vivo. Esto pone en evidencia el éxito de la explotacion terapéutica de la
actividad mitocondrial. La combinacién con bortezomib pone de manifiesto la
potenciacion farmacoldgica de la tigeciclina in vitro, ex vivo e in vivo debido a un
mayor impacto molecular a traves de la reduccion de la actividad mitocondrial y la
expresion de MYC, lo que podria subvertir el desarrollo de la resistencia a
bortezomib.
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Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNmt: ADN mitocondrial

ADNnR: ADN nuclear

ARNmM: ARN mensajero

ATP: adenosin trifosfato

BRD4: inhibidor de bromodominio 4

Cl: indice de combinacion (combinatiry index)

COX: citocromo c oxidasa

COXII: subnidad Il de COX

CP: célula plasmatica

DMSO: dimetilsulféxido

EE: error estandar de la media

FDA: Food and Drug Administration

FITC: fluoresceina 5-isotiocianato

GFP: proteina fluorescente verde (green fluoresecent protein)
GMSI: gammapatia monoclonal de significaco incierto
HE: histoenzimética

HLA-E: complejo mayor de histocompatibilidad E

HNRNPK: ribonucleoproteina nuclear heterogénea K (Heterogeneous Nuclear

Ribonucleoprotein K)

HR: hazard ratio (cociente de riesgo)
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Ig: inmunoglobulina

IP: intraperitoneal

IVIS: in vivo imaging system

JIN3 BR: JIN3 resistente a bortezomib

LDHA: Lactato deshidrogenasa A

LDHB: Lactato deshidrogenasa B

LLA: leucemia linfoblastica aguda

LMA: leucemia mieloide aguda

MM: mieloma multiple

MO: médula 6sea

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

NK: asesina natural (natural killer)

NRF1: factor nuclear de la respiracion 1 (Nuclear respiratory factor 1)

NSG: Nod Scid Gamma

OCR: oxygen comsumption rate

OXFOS: fosforilacion oxidativa

PBS: Tampon fosfato salino (phospate buffered saline)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PD-L1: ligando de muerte celular programada 1 (Programmed cell death ligand 1)
PD-L2: ligando de muerte celular programada 2 (Programmed cell death ligand 2)
PE: ficoeritrina

PI: inhibidores del proteasoma

gRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real

REC: recaida
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RNAseq: secuenciacion de ARN

ROS: especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)

RT-PCR: PCR a tiempo real

SM: mieloma smoldering

SPF: supervivencia libre de progresion

TBS: Tris Buffer Salino

TFAM: factor de transcripcion mitocondrial A (Transcription Factor A, Mitochondrial)

TUFM: factor mitocondrial Tu de la traduccion (Tu translation elongation factor,

mitochondrial)

WB: western blot
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12.1. ANEXO 1. TABLA DE PACIENTES

Anexos

GMSI SM MM Recaida
(N=15) (N=19) (N=27) (N=22)
Edad media
(rango), afios 67 (48-82) 78,9 (54-85) 70 (56-86) 66 (38-79)
Sexo, (%) Hombre 40 36,8 59,3 50
Mujer 60 63,2 40,7 50
CP MO, media
% (rango) 7,87 (3-17) 22 (1,7-55) 39,2 (1-84) 42,4 (4-90)
CPP citometria
%, media 1(0,3-5) 5,36 (0,7-24) | 9,2 (1,4-38,7) | 15,4 (0,03-40)
(rango)
no 0 0 38 0
detectado
Tipo de Ig de I9G 46,7 61,1 69,2 68,2
cadena pesada | IgA 53,3 38,9 26,9 18,2
(suero) IgM 0 0 0 13,6
IgD 0 0 0 0
biclonal 0 0 0 0
no 0 0 0 0
Tipo de Igde | detectado
cadena ligera | kappa 25 44,4 74,1 50
(suero) lambda 75 55,6 25,9 45
biclonal 0 0 0 45
Proteina M en 0 13,3 19 25
suero, >3 gr/dl
(%)
Proteina M en
orina, 14,3 18,2 57,9 53,3
detectada (%)
Kappa, (%) %9/;4 77.8 40 57.9 50
Lambda, %) |25 66,7 40 36,8 41,7
mg/l
Ratio <0,26
(%)
>0,26 <
1,65 mg/| 22,2 53,3 0 0
= 1,65 55,6 333 789 70
mg/l
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» z1.3 333 21,1 24,5 30,8
Creatinina (%) | mg/dl
Calcio sérico | >11 0 53 19 4
(%) mg/dI
LDH (%) >225 U/l 14,3 211 20,5 12
A 0 53 3.8 15,4
AlbUmina (%) |<2,8 g/dl
Refractorledad, NA NA 318 50
si (%)
Tipo de Con PI NA 0 0 59,1
tratamiento
previo (%) Sin Pl NA 100 100 40,9
Tipo de Con Pl NA 31,6 444 68,4
tratamiento
posterior (%) | Sin Pl NA 68,4 55,6 31,6
MBRP 0 5,3 3,7 0
RP 0 15,8 14,8 40
Catergorias de |RC 0 53 25,9 25
espuesta | RC
alcanzada*, EMR+ 0 0 14,8 5
(%) RC EMR- 0 0 11,1 5
EE 0 0 3,7 25
NA 100 73,7 25,9 0

Principales caracteristicas clinicas de los pacientes con mieloma multiple incluidos en el estudio (N=83)

Frecuencias en porcentaje de varios parametros clinicos de las muestras de pacientes empleadas en este

trabajo.

Abreviaciones: CP: célula plasmatica, EE: enfermedad estable, EMR-: enfermedad minima residual

negativa, EMR+: enfermedad minima residual positiva, 1g: inmunoglobulina, IMWG: en inglés International Myeloma

Working Group, LDH: lactato deshidrogenasa, MBRP: muy buena respuesta parcial, MO: médula 6sea, NA: no aplica,

PI: inhibidor del proteasoma, RC: respuesta completa, RP: respuesta parcial.

*La respuesta fue evaluada objetivamente al inicio de cada ciclo y confirmada por los médicos, mediante

criterios de la IMWG.
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Simple Summary: Multiple myeloma represents the cancer with the 21st highest global incidence.
The rapid acquisition of drug resistance to proteasome inhibitors requires a deep knowledge on the
mechanisms involved in proliferation in order to provide novel targets for the disease. The aim of
our study was to characterize the mitochondrial activity in primary multiple myeloma (MM) cells
along the course of the disease and to provide a therapeutic alternative to inhibit Myc function by
blocking OXPHOS metabolism. We confirmed MM patients show enhanced mitochondrial activity
linked to c-Myc expression. The use of tigecycline provides evidence for a novel strategy addressing
c-Myc functionality by mitochondrial activity inhibition.

Abstract: Mitochondria are involved in the development and acquisition of a malignant phenotype
in hematological cancers. Recently, their role in the pathogenesis of multiple myeloma (MM) has been
suggested to be therapeutically explored. MYC is a master regulator of b-cell malignancies such as
multiple myeloma, and its activation is known to deregulate mitochondrial function. We investigated
the impact of mitochondrial activity on the distinct entities of the disease and tested the efficacy of the
mitochondrial inhibitor, tigecycline, to overcome MM proliferation. COXII expression, COX activity,
mitochondrial mass, and mitochondrial membrane potential demonstrated a progressive increase of
mitochondrial features as the disease progresses. In vitro and in vivo therapeutic targeting using the
mitochondrial inhibitor tigecycline showed promising efficacy and cytotoxicity in monotherapy and
combination with the MM frontline treatment bortezomib. Overall, our findings demonstrate how
mitochondrial activity emerges in MM transformation and disease progression and the efficacy of
therapies targeting these novel vulnerabilities.

Keywords: multiple myeloma; mitochondria; tigecycline; MYC
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1. Introduction

Multiple myeloma (MM) is a hematologic malignancy of plasma cells that accounts
for 1% of all cancers and ~10% of all blood cancers [1]. Despite extensive efforts to improve
the survival of patients with MM, current therapies are unsatisfactory and ~50% of patients
quickly develop resistance and relapse [2]. Several novel treatments have been tested
for relapsed MM, however, a better understanding of the molecular mechanisms that
control the onset and progression of malignant MM is needed to develop more specific and
effective interventions.

One of the most recognized molecules involved in the pathogenesis of MM is MYC
gene deregulation. MYC (v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog, c-MYC) is
an oncogene with many important functions at the cellular and nuclear levels, whose
activation regulates several genes involved in mitochondrial transcription, mitochondrial
translation, protein import, and complex assembly [3,4]. MYC has been described as a proto-
oncogene involved in many cancers, including leukemia and lymphoma [5-7]. In MM, it is
known that aberrant expression of MYC is due to recurrent chromosomal alterations [8] and
previous studies have demonstrated that its expression is involved in MM progression from
early stages of plasma cell dyscrasias, including monoclonal gammopathy of unknown
significance (MGUS) and smoldering multiple myeloma (SMM), to MM [9]. Several authors
have reported that MYC deregulation is involved in disease progression and has been
related with poor progression-free survival in MM patients [10]. Moreover, MYC direct
transcription has been described as promoting changes in mitochondrial dynamics that
influence therapy resistances [11]. However, MYC is a protein that traditionally could
not be targeted pharmacologically. In this context it has been proposed that synthetic
lethal interactions with MYC could be exploited as an alternative to target it. In this case,
Hsieh has proposed that nutrient deprivation leads to cell death as MYC-overexpressing
cells are glucose- and glutamine-addicted [12]. Previous studies have reported that MM is
dependent on glutamine for survival, and that also depends on MYC expression [13]. It
is known that MYC overexpression has exaggerated effects on mitochondrial biogenesis,
oxidative metabolism, and sensitivity to OXPHOS inhibitors [14]. Previous studies have
demonstrated that MM patients have increased mitochondrial biogenesis compared to
normal plasma cells, and corroborated that MYC promoted this process [15]. In this context,
control of MYC expression has been proposed to be a meaningful achievement in the fight
against MM [9]. As strategies to directly target MYC have not been reached until now,
key targets involved in MYC deregulation have been exploited as new approaches to treat
MYC-driven malignancies.

Mitochondria are bioenergetics and biosynthetic organelles that control several cru-
cial cellular pathways, including growth, proliferation, and apoptosis [16,17]. Numerous
studies have evaluated the role of mitochondrial DNA (mtDNA) alterations in cancer,
and modifications in mitochondrial content, structure, function, activity [5,18], and res-
piration [19], all of which seem important for cancer progression. Indeed, mitochondria
are essential for tumor formation and growth, and their dysfunction promotes tumor cell
metastasis [20]. Oxidative phosphorylation (OXPHOS) was traditionally believed to be
downregulated in all cancers, but recent studies have demonstrated that some cancers show
an upregulation, particularly in hematological cancers, reviewed in [21,22]. Accordingly,
cancer has been characterized as an altered state of energy metabolism involving genetic
alterations in nuclear DNA (nDNA), in mitochondrial DNA (mtDNA), and in mtDNA
copy number (mtDNA CN) [20,23,24], and metabolic reprogramming based on shifts in
OXPHOS activity, representing a hallmark of malignancy and cancer progression [23].

There is a crucial need to identify new cellular targets and/or pathways that regulate
metabolic reprogramming during MM cell growth and progression and, in this respect, ad-
dressing mitochondrial activity represents a novel pathway to target this vulnerability [24].

Tigecycline is a glycylcycline class antibiotic with similar structure to tetracyclines.
The mechanism of action of tigecycline is the protein translation inhibition by 30S ribo-
somal unit binding, with high activity against gram-negative and gram-positive bacteria.
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However, tigecycline is also known to inhibit mitochondrial oxidative phosphorylation, by
suppressing COXI and COXII, and inhibiting mitochondrial activity, translation, and bio-
genesis. This, and other molecular mechanisms that are not well-known, impacts against
cancer cells, and its use in different tumors has been suggested [25].

Here, we explored the enhanced mitochondrial activity features in MM develop-
ment and tested the therapeutic effect of the OXHPOS inhibitor, tigecycline, on MM, a
MYC-driven malignancy. Our study identified a novel vulnerability of MYC through
mitochondprial activity regulation to avoid MM progression.

2. Materials and Methods
2.1. Myeloma Cell Lines and Primary Multiple Myeloma Samples

A total of 110 samples from 83 patients were collected in accordance with the Decla-
ration of Helsinki and with the approval of the Ethics Committee of the Hospital 12 de
Octubre (Madrid, Spain). Written consents were obtained from patients for tissue collec-
tion. Clinical data of patients are summarized in Table 1 and Table S1. All primary MM
specimens were obtained from bone marrow, and cylinders and aspirates were processed
for further analysis. Cylinders were fixed and processed for COXII (cytochrome c oxidase
subunit II) immunohistochemistry. Aspirates were processed by standard Ficoll-Paque
density centrifugation. Plasma cells were purified by magnetic-activated cell sorting with
CD138+ microbeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). Fresh bone marrow myeloma
cells (BMMCs) were cultured in RPMI medium (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) (Hyclone, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA),
penicillin/streptomycin (Lonza, Basel, Switzerland), and 6% plasma from the same patient.

Table 1. Main characteristics of multiple myeloma (MM) patients included in the study (N = 83).

MM Patients Clinical Variables MGUS (N =15) SMM (N =19) NDMM (N =27) 2 RRMM (N =22)
Median age (range), years 65 (48-82) 76 (54-85) 68 (50-86) 65.5 (38-79)
Sex, (%) Male 40 36.8 59.3 50
Female 60 63.2 40.7 50
PC BM, average % (range) 7.87 (3-17) 22 (1.7-55) 39.2 (1-84) 42.4 (4-90)
PPC MFC %, average (range) 1(0.3-5) 5.3 (0.7-24) 9.2 (1.4-38.7) 15.4 (0.03-40)
Type of Ig heavy chain (serum) nondetected 0 0 3.8 0
IgG 46.7 61.1 69.2 68.2
IgA 53.3 389 26.9 18.2
IgM 0 0 0 13.6
IgD 0 0 0 0
biclonal 0 0 0 14.8
Type of Ig light chain (serum) nondetected 0 0 0 0
kappa 25 444 74.1 50
lambda 75 55.6 25.9 45.5
biclonal 0 0 0 45
Serum M-spike, >3 g/dL (%) 0 13.3 19 25
Urine M-spike, detected (%) 14.3 18.2 60 53.3
Kappa, (%) >19.4mg/L 77.8 40 57.9 50
Lambda, (%) >26.3 mg/L 66.7 40 36.8 41.7
Free kappa/lambda ratio, (%) <0.26 mg/L 22.2 13.3 21.1 30
>0.26 <1.65 mg/L 222 53.3 0 0
>1.65mg/L 55.6 33.3 789 70
Creatinine (%) >1.3mg/dL 333 211 30.8 13.6
Serum calcium (%) >11mg/dL 0 53 4 0
LDH (%) >225U/1 14.3 21.1 12 23.8
Albumin (%) <2.8g/dL 0 5.3 154 45
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Table 1. Cont.

Immunoparesis, yes (%)
Refractory, yes (%)
Type of prior treatment (%)
Type of following treatment (%)

Best response categories *, (%)

MM Patients Clinical Variables MGUS (N =15) SMM (N =19) NDMM (N =27) 2 RRMM (N =22)
18.2 35.7 84.2 87.5
NA NA 31.8 50
with PI NA 0 0 59.1
without PI NA 100 100 40.9
with PI NA 31.6 444 68.4
without PI NA 68.4 55.6 31.6
VGPR 0 5.2 3.7 0
PR 0 15.8 14.8 40
CR 0 5.3 25.9 25
CR MRD+ 0 0 14.8 5
CR MRD— 0 0 11.1 5
SD 0 0 3.7 25
NA 100 73.7 25.9 0

Percentage frequencies of several clinical parameters from sample patients used in this study. Abbreviations: BM, bone marrow; CR,
complete response; Ig, immunoglobulin; LDH, lactate dehydrogenated; MRD—, minimal residual disease negative; MRD+, minimal
residual disease positive; NA, not applicable; NDMM, newly diagnosed multiple myeloma; PC, plasma cell; PI, proteasome inhibitors; PR,
partial response; RRMM, relapsed multiple myeloma; SD, stable disease; VGPR, very good partial response. * Objective response was
assessed at the start of each cycle and confirmed by the physicians, using IMWG criteria. * NDMM patients englobe newly diagnosed and

follow-up patients.

Three human myeloma cell lines (JJN3 S, L363, and OPM2) were obtained from the
DSMZ cell repository (Braunschweig, Germany). Cell lines were expanded and cryogeni-
cally frozen upon acquisition to establish stocks in liquid nitrogen until use. The RPMI-8226
cell line was kindly provided by Christopher Driessen (Kantonsspital, St. Gallen, Switzer-
land) and NCI-H929 cells were a kind gift from Joaquin Teixido (CIB, Madrid, Spain).
JJN3 BR cells were established by dose escalation of bortezomib once-weekly for a period
of five months. JJN3 S cells were lentivirally transduced with a third-generation pRLL-
luc/GEFP virus and helper plasmids (pMDLg/RRE, pREV, and VSV-G). Vector titration
was performed using dilutions of lentiviral supernatants. Cells expressed firefly luciferase
and GFP in a fusion protein driven by the CMV promoter. GFP+ cells were detected by
flow cytometry and quantitative real-time PCR (qPCR), followed by sorting on a FACS BD
INFLUX cell sorter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). All cells were maintained
at 37 °C in a humidified incubator, in an atmosphere of 5% CO,, and passaged every 2-3
days. Cells were cultured in RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and penicillin/streptomycin.

2.2. MYC Gene Expression Analysis

We analyzed RNAseq data from a total of 770 samples of patients with MM at di-
agnosis from the CoMMpass repository. The data were generated as part of the pub-
licly available Multiple Myeloma Research Foundation Personalized Medicine Initiatives
(https:/ /research.themmrf.org, accessed on 22 April 2020) with the identifier [A14, under
“Code availability”. We ran the molecular gene view on the entire dataset to study the
expression of MYC. Kaplan—-Meier curves of PES were plotted with balanced stratification
of high and low expression of the gene studied.

2.3. RNA and DNA Extraction and Quantitative PCR (qPCR)

We extracted RNA and DNA from purified plasma cells (CD138+) using the AllPrep
DNA/RNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). Evaluation of the mtDNA CN was per-
formed with DNA extracted from 5 MM cell lines (OPM2, L363, RPMI8226, NCI-H929, and
JIN3) and the ratio between mtDNA and nDNA was examined using the 12 S mitochondrial
probe and the RN AsaP nuclear probe, respectively, as described [26]. Gene expression was
studied from the extracted RNA and processed into cDNA to quantify the expression of
MYC (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), while beta-D-glucuronidase (GUSB,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used as a housekeeping gene. This
dataset included 47 samples from Hospital 12 de Octubre patients: 9 MGUS, 9 SMM, 18
NDMM, 11 RRMM, and 3 MM cell lines, which were profiled using TagMan probes. qPCR
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was performed on an ABI PRISM 7900HT instrument (Applied Biosystems; Grand Island,
NY, USA) with TagMan gene expression (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) assays
in triplicate using SDS 2.2 software (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA). The
relative amount of targets was determined by the comparative Ct method [27].

2.4. Optical Microscopy

For immunochemistry analysis, paraffin-embedded sections (0.5 um) were deparaf-
finized with xylene, rehydrated with graded ethanol, and stained with an antimitochondria
antibody (MTC02; Abcam, Cambridge, UK), followed by DAB development. Sections were
then counterstained with hematoxylin and mounted with DPX (Sigma-Aldrich, Madrid,
Spain). Images were classified on an intensity scale of 02, with 2 being the highest intensity
stain (2: positive cells [Grade II]; 1: positive cells [Grade IJ; 0: negative cells). Stained
whole samples were assessed under double-blinded conditions. All slides were evaluated
in conventional light-field microscopy, objective 40X, using an optical microscope (Olym-
pus AX70), and analyzed with the Olympus Cellsens software. The dataset included 4
MGUS, 7 SMM, 13 NDMM, and 11 RRMM samples. For the histoenzymatic assay, fresh
samples (CD138 + BMMCs) were spun onto a slide by cytospin centrifugation (700x g,
5 min, Shandon Single Cyto Slides™; ThermoFisher, Waltham, MA, USA). Thereafter, slides
were incubated in a rehydrated COX (cytochrome C oxidase enzyme) solution (Bio-Optica,
Milan, Italy) at 37 °C for 1 h and 30 min, and were then counterstained with Carazzi’s
hematoxylin for 2 min (Panreac, Barcelona, Spain). Detection was performed using the
same microscope Olympus AX70 objective 100X on 18 patient samples (4 MGUS, 5 SMM,
5 NDMM, and 4 RRMM) and 5 MM cell lines (OPM2, L363, RPMI8226, NCI-H929, and
JIN3). Quantification of the stained cells was manually assessed under double-blinded
conditions, providing for each slide a score based on a scale from 0 to 4 (Grade 0: no stain;
Grade 1: low stain; Grade 2: medium stain; Grade 3: high stain; Grade 4: very high stain).

2.5. Multiparametric Flow Cytometry Analysis

Erythrocyte-lysed whole BMMCs, JIN3 S, and JJN3 BR cells lines were studied by
flow cytometry. All events from the distinct conditions applied to BMMCs were analyzed
and 10,000 events for each condition in the case of experiments with cell lines. Plasma cell
(PC) population CD38+/CD138+ was assessed to detect variations of GeoMean PCs after
48-h treatment with tigecycline (3.7 uM), bortezomib (2 nM), and their combination. Cells
were incubated for 30 min at room temperature with CD38 FITC (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA), and CD138 PECy7 (Biolegend, San Diego, CA, USA). Data from the differ-
ent treatments were normalized to samples with no treatment, Moreover, mitochondrial
content and membrane potential were analyzed with MitoTracker Green and Mitotracker
Red probes from ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA), respectively. JJN3 S, JJN3
BR cells, and BMMCs were incubated for 10 min at 37 °C with 150 nM MitoTracker Green
and with 150 nM MitoTracker Red, followed by a PBS wash. Additionally, Mitotracker
Green and Mitotracker Red were assessed over JJN3 S and JJN3 BR after 48-h exposure to
tigecycline (3.7 uM), bortezomib (2 nM), and their combination or JQ1 (78 nM), bortezomib
(2 nM), and their combination. Death cells were stained with DAPI.

2.6. In Vitro and Ex Vivo Drug Assays

The effect of tigecycline (Selleckchem, Houston, TX, USA) on cell viability and mi-
tochondrial activity was assessed in MM cell lines (JJN3, JJN3 BR). Bortezomib was also
purchased from Selleckchem and both drugs were diluted in DMSO. JQ1 was kindly
provided by the Pharmacy Department at Hospital 12 de Octubre. Cells were seeded at
1 x 10° cells/mL in 96-well plates. Cell lines and CD138+ BMPCs were treated for 48 h
with bortezomib and/or tigecycline (0.1% DMSO), JQ1, or vehicle. For drug synergy
calculation, a range of serial dilutions of tigecycline were made across the IC50 value. For
bortezomib, only one concentration (2 nM) was selected for the combinatory assays. The
agents were then added simultaneously for 48 h and cell viability assays were performed.
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Additionally, we performed a “conditioning + treatment” assay, with a 48-h pretreatment
of tigecycline (33, 11, and 3.7 uM) followed by 48-h bortezomib treatment of five serial
dilutions. Quantitative analysis of dose—effect relationships of bortezomib and tigecycline
were determined after measurement of cell growth using the cell-permeant dye Calcein-
AM (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) (100 uM). The signal intensity of the stained cells was
monitored at 496 nm (excitation) and 516 nm (emission) using the EnSpire Multimode
Plate Reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) [28]. Viability data were normalized to
those of DMSO controls. Potential synergistic or additive effects were calculated using
CompuSyn software (ComboSyn Inc., Biosoft; Cambridge, UK). Drug synergism, addition,
and antagonism effects were defined by combination index values of <1.0, 1.0, and >1.0,
respectively. The Chou-Talalay Combination Index Theorem was used to calculate the
combination index (CI) of bortezomib and tigecycline [29].

2.7. Western Blotting

Cells were harvested after stimulation and then lysate in RIPA buffer. Lysates were
cleared by centrifugation (14,000x g, 4 °C, 30 min) and protein concentration was de-
termined by Bradford Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Samples were
normalized to 46.7 ug of total proteins and loaded onto 10% SDS-PAGE gels followed
by transfer onto a PVDF membrane. Blots were incubated with primary and secondary
antibodies (listed in Table S2). An antibody to (3-actin or GAPDH was used to check for
equivalent protein loading. Membranes were developed by enhanced chemiluminescence
(Clarity Western ECL substrate; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and the protein
bands were detected with a ChemiDoc MP instrument (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Densitometry was performed with Image Lab software, normalized to the signal of 3-actin
or GAPDH, and normalized to the control, set as one. Uncropped Western blot data are
attached as Figure 54.

2.8. Animal Model

A MM xenograft mouse model was used for the in vivo study. The animal study was
conducted according to the guidelines of the Institutional Animal Care and Use Committees
of the Comunidad de Madrid, Spain, under an approved protocol (PROEX 023/17). Female
6-8 week-old NOD.Cg-Prkdcscid I12rgtm1Wjl/Sz] (NSG) mice (Vivotecnia, Madrid, Spain)
were inoculated intravenously by tail vein injection with JJIN3-ffLuc-GFP cells (1 x 100).
Four days later, mice were randomized into four groups of 10 animals—(1) the first group
received intraperitoneal injections of vehicle (0.9% saline solution) five days a week; (2) the
second group received 0.2 mg/kg bortezomib intraperitoneally five times weekly for four
weeks; (3) the third group received intraperitoneal injections of tigecycline five times weekly
for four weeks at increasing doses, 50-50-75-100 mg/kg/week (starting at 50 mg/kg for
the first two weeks, followed by 75 mg/kg for the third week, and 100 mg/kg for the fourth
week); (4) the fourth group was treated with a combination of bortezomib and tigecycline,
five times weekly, the first two weeks with 0.2 mg/kg bortezomib and 50 mg/kg tigecycline,
and the following weeks with increasing doses of tigecycline (third week: 75 mg/kg;
fourth week: 100 mg/kg). Five mice of each treatment group were monitored for tumor
burden, distribution, and engraftment every week by IVIS whole-body bioluminescence
imaging. Bioimaging of MM burden in vivo was performed by IVIS Imaging system
(Caliper Life Science, Hopkinton, MA, USA). Before the acquisition, Luciferin (D-luciferin
monosodium salt, ThermoFisher, Waltham, MA, USA) was prepared in PBS and 150 mg/kg
and was injected intraperitoneally, with luminescence signal detection 10 min later. The
signal data were analyzed using Living Image 4.2 (Caliper Life Science, Hopkinton, MA,
USA) software.

2.9. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Software Inc. (version 6.0, La
Jolla, CA, USA). All data are presented as the mean + SEM and are representative of three
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independent experimental replicates (N = 3). Normally distributed data were analyzed by
unpaired Student’s {-test or one-way ANOVA. For nonparametric data, the Mann-Whitney
test was used to compare two groups. For more than two independent samples, statistical
comparisons were carried out using the nonparametric method Kruskal-Wallis test, when
the distribution was not normal. The major clinicopathological characteristics and available
treatment information of the patients are presented in Table 1 and Table 51 and summarized
by frequency and percentage. PFS were analyzed by Kaplan-Meier curves. p-values < 0.05
were considered to be statistically significant.

3. Results
3.1. Patients with Newly Diagnosed and Relapsed MM Exhibit Elevated Myc Expression Features

We first assessed MYC gene expression in a dataset of patients with NDMM. Using
RNAseq CoMMpass data of 770 patients [30], we observed that PFS was significantly de-
creased when MYC was overexpressed (hazard ratio [HR] 1.18), as illustrated in Figure 1A.
Additionally, we performed differential MYC expression along the distinct MM entities.
The pattern of increased overexpression of MYC was progressive, revealing a significant
increase in those patients with NDMM, and a more noticeable one in RRMM, as is evident
in Figure 1B.

As the activity of respiratory enzymes is a well-defined approach for investigating
mitochondrial dysfunction [31], we next quantified the expression of the cytochrome c
oxidase subunit II (COXII) and the activity of the enzyme COX, which is essential for mito-
chondrial function. COXII is one of the three mtDNA-encoded subunits of the respiratory
complex IV and part of the functional core of the enzyme complex. Quantification of the
protein by immunohistochemistry (IHC) in Figure 1C revealed the overexpression of COXII
in progressed MM groups (p value < 0.0001). We also confirmed in Figure 1D that COX
enzyme activity was significantly higher in the NDMM and RRMM groups than in the
MGUS and SMM groups (p value < 0.0001), as revealed by the greater intensity of the stain.
As previously reported, there is a clear correlation between COX activity and the protein
content of COXII [32]. Given its role as the rate-limiting step of the respiratory chain [33],
the overexpression of COXII is an indicator of the high oxidative capacity of the cells.

Additionally, we assessed total mitochondrial mass and membrane potential in CD138
+ BMMCs using MitoTracker Green and Red, respectively. Both probes revealed higher
staining in patients with NDMM than in patients with a premalignant stage (MGUS), as
confirmed in Figure 1E. See Table 1, Table 2 and Table S1, for patient clinic characteristics
pertinent to the entire analysis. Overall, these results point to a role for mitochondria in
MM, as revealed by an increase in the mitochondrial burden that enhances mitochondrial
activity as the disease progresses.

Table 2. Classification of samples included in the study (N = 110) according to the analysis performed.

Method MGUS(N=15 SMM(N=19 NDMM(N =270 RRMM (N =22)
Total samples, N 21 21 42 26
gene expression 9 9 18 11
IHC 4 7 13 11
HE 4 5 5 4
MFC 4 0 6 0

Abbreviations: HE, histoenzymatic; IHC, immunohistochemistry; MFC, multiparametric flow cytometry.
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Figure 1. Mitochondrial features in primary MM cells from distinct myeloma entities. (A) Progression-free survival (PFS)
of MM patients from the CoMMpass study (IA14) stratified according to MYC gene expression. (B) Fold-change in gene
expression of MYC relative to GUS B expression (MGUS N =9; SMM N = 9; NDMM N = 18; RRMM N = 11). Data are
presented as mean values = SEM of technical triplicates. (C) Intracellular expression of COXII in samples from MM patients
(N=4MGUS, N =7 SMM, N =13 NDMM, and N = 11 RRMM). Microscopy analysis of the immunohistochemistry (IHC)
slides from bone marrow samples (p value = 0.0001). Representative images addressing differences in COXII expression
between patients at different stages of the disease. Scale bar, 40 um. Data are presented as mean values + SEM. Statistical
significance was assessed using two-way ANOVA. (D) Histoenzymatic reaction to cytochrome c oxidase enzyme (HE-COX)
in donors and patients across the different stages of the disease (N = 2 donor, N =4 MGUS, N =5 SMM, N = 5 NDMM and
N =4 RRMM). Relative HE-COX scores in fresh plasma cells (CD138+) ranging from Grade 0: no stain; Grade 1: low stain;
Grade 2: medium stain; Grade 3: high stain; Grade 4: very high stain. Representative images show different intensity stains
related to enzyme activity. Data are presented as mean values + SEM. (E) Mitochondrial mass and membrane potential in
MM patients (N = 3 MGUS, N = 3 NDMM), assessed by flow cytometry. Data represent the geometric mean &= SEM of three
independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001, n.s. no significance.
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3.2. Mitochondrial Inhibition Is Cytotoxic to MM Cells In Vitro and Synergizes with Bortezomib

To determine the most appropriate in vitro model to test the effect of mitochondrial
inhibition on MM, we first characterized five MM cell lines according to their mtDNA load
and mitochondrial COX activity, as shown in Figure 2A,B. For viability assays, we selected
the JJN3 cell line, which displayed the highest mitochondrial burden and activity and also
high levels of MYC expression (Figure 2C).
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Figure 2. Mitochondrial features in MM cell lines. (A) mtDNA CN analysis and (B) HE-cox assay quantification in 5 MM
cell lines. (C) Fold-change gene expression level of MYC in L363, NCI, and JJN3 cell lines relative to GUS B expression. Data
are presented as mean values £ SEM of technical triplicates. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001, n.s. no significance.

We next interrogated high mitochondrial activity as a novel vulnerability in c-Myc-
driven MM. First, we tested the impact of the mitochondrial inhibitor tigecycline alone or
in combination with the frontline drug bortezomib in JJN3 cells, which are bortezomib-
sensitive (JJN3 S). Inhibitory assays represented in Figure 3A demonstrated cytotoxic effects
of tigecycline in monotherapy (IC50 = 21.3 uM) and in combination with bortezomib, at
48 h. To quantify the effect of the combination, we performed a synergy analysis, applying
the Chou-Talalay method. All doses studied showed high combination indexes (CI < 0.5).
Additionally, we tested the sensitizing effect of tigecycline to bortezomib. A 48-h treatment
with tigecycline before a consecutive 48-h treatment with bortezomib highlighted the
possibility to also target progressed patients, due to successful sensitization to bortezomib
with prior tigecycline treatment as shown in Figure 3B.
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Figure 3. Tigecycline and the combination with bortezomib inhibits cancer cell growth and mitochondrial activity in the
JIN3 cell line. (A) Cells were treated with a dose range of 0-250 nM of BTZ, and viability was determined using the calcein
cytotoxic assay. (B) Cells were treated with a dose range of 0-100 uM of TIG with/without 2 nM BTZ, and viability was
determined using the calcein cytotoxicity assay. TIG showed an IC50 of 21.3 uM in JJN3 cells, and the combination decreased
threefold the IC50 value (6.6 uM). Isobologram plot of the combination; dots indicate the combinatory index (CI) of each
combinatory dose. (C) IC50 curve after treating cells for 48 h with TIG for consecutive 48 h with bortezomib. Data are
normalized to the negative control (DMSQO) and presented as mean values == SEM of technical triplicates. (D-F) molecular
validation of mitochondrial inhibition of JJN3 cells treated with 3.7 uM TIG, 2 nM BTZ, or both (combination). All of the
drug treatments were for 48 h; N = 1 independent biological repeat. (D) WB of respiratory chain complexes I and IV and
c-Myec. (E) HE-COX analysis in >10 cells per sample. (F) Multiparametric flow cytometry (MFC) analysis of MitoTracker
green (left, mitochondrial mass) and Red (right, mitochondrial membrane potential). Representative histograms show cell
counts for each probe on the different treatment conditions. *** p < 0.0001.
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To identify the mechanism of action of mitochondrial inhibition by tigecycline, we
determined the protein levels of MYC and complexes of the respiratory chain. Western
blot (WB) analysis, represented in Figure 3C, revealed a remarkable decrease in the levels
of complex I and IV subunits upon exposure to tigecycline. Hence, the combination
with bortezomib showed a similar reduction of the complexes” expression and additional
reduction of c-Myc expression.

To corroborate the finding that a reduction in complex IV abundance was concomitant
with a reduction in enzyme activity, we performed a histoenzymatic assay of cytochrome
c oxidase (HE-COX). Interestingly, we observed that tigecycline alone or in combination
with bortezomib led to a loss of COX activity, as shown in Figure 3D.

Then, we investigated mitochondrial mass and membrane potential, two parameters
of mitochondrial status. Mean fluorescence intensity showed a decrease in both parameters
in those cells treated with tigecycline and the combination, as represented in Figure 3E. By
contrast, the fluorescence was essentially unchanged in the bortezomib-treated (Figure 3E)
and carfilzomib-treated (Figure S1A) groups. Overall, these data indicate that bortezomib
reduces c-Myc, while tigecycline reduces mitochondrial activity, and the combination
triggers both c-Myc and mitochondrial activity reduction.

Additionally, we assessed the mitochondrial inhibitory effect of tigecycline on the
resistant JJN3 cell line (JJN3 BR). We found a cytotoxic effect using similar doses as those
employed in the sensible counterpart (Figure S2A). Moreover, the assessment of mitochon-
drial features of JJN3 BR cells exposed to tigecycline or the combination with bortezomib
revealed also the same trends found with JJN3, as the complexes of the respiratory chain,
the cox activity, and the mitochondrial membrane potential appeared reduced, as shown in
Figure S2C.

To confirm that mitochondrial activity blockade is an alternative to inhibit a c-Myc-
driven mechanism in an indirect manner, and thereby a novel vulnerability, we examined
the effects of an alternative c-Myc indirect inhibition independent of mitochondria by the
use of JQ1, a bromodomain BRD4 inhibitor that reduces c-Myc levels. The efficacy of
JQ1 in monotherapy in JJN3 S and JJN3 BR cells was confirmed by a similar decrease of
viability (Figure S3A). Moreover, the cytotoxicity of JQ1 was enhanced when combined
with bortezomib (Figure S3B). WB confirmed a decrease in c-Myc levels in cells treated
with bortezomib, JQ1, and bortezomib + JQ1. Complex I and IV of OXPHOS expression
were not reduced in JQ1-treated cells, nor in the combination with the bortezomib group.
Moreover, HE-COX and MitoTracker Red staining demonstrated no changes in mitochon-
drial activity, suggesting that mitochondria regulation is a vulnerability for MYC, however,
short-term direct inhibition of MYC does not control the reprogrammed mitochondrial
activity (Figure S3C).

3.3. Tigecycline Is Active against Primary Myeloma Cells in Vitro and in a Murine MM Model

We tested the efficacy of tigecycline alone or in combination with bortezomib on
primary BMMCs from patients. Details of the patient characteristics, sample analysis
performed, and patient therapy regimens are summarized in Table 1, Table 2 and Table
S1, respectively. We found that CD38+/CD138+ plasma cells from patients with NDMM
had reduced viability with tigecycline and its combination with bortezomib compared to
no treatment condition. Reduction of viability by tigecycline correlated with a decrease
in mitochondrial activity analyzed by MitoTracker Red staining, as shown in Figure 4A,B.
Overall, these results show that MM primary cells are sensitive to tigecycline, which
kills the malignant cells by ablating a molecular mechanism of c-Myc oncogenesis, the
mitochondprial activity pathway that is implicated on MM progression.
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Figure 4. Tigecycline and the combination with bortezomib inhibits primary MM cell proliferation compared to premalignant
entity MGUS. (A) Representative dot plots showing changes in the plasma cell population upon exposure to treatments.
Numbers represent the proportion of CD38+ and CD138+ cells population. (B) Left: Bar chart reporting the mean of positive
CD38+/CD138+ cells = SEM population normalized against no treatment. Right: Bar chart reporting mean of MitoTracker
Red expression + SEM normalized against no treatment (MGUS N = 1; NDMM N = 3).

Given these in vitro findings, we investigated whether tigecycline treatment alone or
in combination with bortezomib could be effective in an in vivo animal model representing
high mitochondrial activity. To determine the therapeutic effect of tigecycline in vivo, we
assessed its antimyeloma efficacy in a murine xenograft model, as previously described [34].
Xenografted mice with the bioluminescent cell line JJN3-ffLuc-GFP, which recapitulates the
aggressiveness of the disease and the elevated mitochondrial activity, were treated starting
on day four after intravenous engraftment. We found that tigecycline treatment significantly
decreased the burden of the disease measured by serial, noninvasive bioluminescent
imaging, as shown in Figure 5A. In agreement with this, we found that the survival
of animals treated with tigecycline (p = 0.0003) and the combination of tigecycline and
bortezomib (p = 0.0048) was significantly greater than survival obtained in the control
group (Figure 5B). These results demonstrate that tigecycline, alone or in combination
with low doses of bortezomib, enhances the survival of MM-engrafted mice, indicating
that tigecycline may be valuable for MM patients presenting signs of high mitochondrial
activity at diagnosis and to prevent the metabolic reprogramming, in part, triggered by
proteasome inhibitor treatments that contribute to cell malignancy.
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4. Discussion

Our data show that mitochondrial activity increases in primary MM cells as the disease
progresses. Mitochondrial features allow us to characterize patient samples at different
stages of the disease and appeared to be related to MYC-driven malignancy, suggesting a
novel indirect target of MYC to overcome MM proliferation.

Malignant plasma cells exhibit an erratic behavior determined by mitochondrial
metabolism, a well-characterized biological mechanism in the context of apoptosis [24].
The bone marrow microenvironment has been shown to sustain MM cells via intercellular
mitochondprial transfer, which stimulates OXPHOS and cancer progression [35].

Similarly to our findings, the observation of MYC overexpression across the massive
RNAseq analysis and the correlation with patient poor prognosis was previously reported
with a decreased in the overall survival in a cohort of MM patients [9]. As MYC has the
capacity to regulate mitochondrial biogenesis, we found that mitochondrial mass, and
consequent mitochondrial membrane potential is augmented in patients showing disease
progression. We corroborated these results with COX activity in MM primary cells (CD138
+ BMMC) with a histoenzymatic assay commonly used for muscle biopsies [36].

To demonstrate the mitochondrial reprogramming influenced by MYC overexpression
in progressed MM cells, and its potential as a therapeutic target, we used the antibiotic
tigecycline, which inhibits protein synthesis in both bacterial and mitochondria-encoded
proteins, due to the similarity of mitochondrial and bacterial ribosomes [37]. Previous
studies have demonstrated the therapeutic efficacy of tigecycline against some cancers, such
as B-cell malignancies [37], primary acute myeloid leukemia [38,39], and myeloma [40].
Using an in vitro model of progressed MM with high mtDNA, high MYC expression, high
mitochondrial activity, and ex vivo primary MM cells (CD138 + BMMCs), we confirmed
the cytotoxic effect of tigecycline. Moreover, additional results were reported from in vivo
experiments, as tigecycline significantly delayed disease progression [40]. Additionally,
the in vitro MM bortezomib resistance (BR) model demonstrated a similar sensitivity to
tigecycline, as seen in the bortezomib-sensitive counterparts. To explore the therapeutic
options for MM, we studied the tigecycline and bortezomib combination, finding synergism
in the combination against bortezomib-sensitive cells with low doses of tigecycline (3.7 pM)
and bortezomib (2 nM). Thus, tigecycline and other mitochondrial inhibitors could be
useful in metabolically reprogrammed malignancies. For instance, the Bcl-2 inhibitor
venetoclax has been shown to inhibit mitochondrial respiration [41], although it appears to
have higher cytotoxicity in myeloma plasma cells with reduced mitochondrial respiration.
The increased OXPHOS in MM would be a drawback for venetoclax treatment, but the
addition of tigecycline to a venetoclax regimen could be a therapeutic opportunity in MM
or other B-cell malignancies, especially with a MYC contribution [42]. Tigecycline elicited
its effects on mitochondrial activity related to MYC overexpression, consistent with the
findings of other authors [43].

MYC is a master proto-oncogene with high implication in myeloma, accordingly
20-50% of patients with MM show MYC translocations and 15-20% show amplifications of
the gene [44,45]. MYC regulates a plethora of biological functions, including the stimulation
of mitochondrial biogenesis by regulator genes, lately contributing to mitochondrial mass
gain [46]. However, the same mitochondrial reprogramming driven by MYC renders
novel vulnerabilities, as revealed by synthetic lethality [12]. We stated the efficacy of MYC
abrogation in MM cells using JQ1 and tigecycline. Our data suggest that elevation in
mitochondrial biogenesis and consequent mitochondrial activity in MM is a malignancy
mechanism linked to MYC. Accordingly, the mitochondrial machinery could be a potential
indirect target of “undruggable” MYC through effective alternative targets of common
antibiotics [47] such as tigecycline [48] and clarithromycin, among others [49].

In the light of the anticancer potential of mitochondrial inhibitors targeting molecular
mechanisms of MYC, tigecycline warrants further development, given its potentially low
on-target toxicity, avoiding proteasome inhibitors resistances and/or MM relapse.
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5. Conclusions

In summary, our results demonstrate that elevation of mitochondrial activity occurs in
MM patients as the disease progresses, causing a noticeable enhancement in those patients
that relapse. We provided a novel alternative for MYC inhibition by targeting mitochondrial
activity, as an indirect mechanism to avoid MM proliferation, with the mitochondrial
inhibitor tigecycline. Importantly, the tigecycline efficacy alone or in combination with
bortezomib ex vivo and in vivo reduces c-Myc-driven MM vulnerabilities, which makes
tigecycline attractive for MM therapy.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/ cancers13071662/s1, Table S1: Patient treatment regimens. Table S2: Antibodies used for
Western blot. Figure S1: Contribution of carfilzomib treatment in mitochondrial activity features.
Figure S2: Effect of tigecycline and the combination with bortezomib on JJN3 BR cells. Figure S3:
Validation of tigecycline mode of action with JQ1. Figure S4: Uncropped Western blot.
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Simple Summary: Monoclonal gammopathies comprise a spectrum of disorders defined by the
clonal proliferation of plasma cells and include monoclonal gammopathy of undetermined signifi-
cance (MGUS), smoldering MM (SMM) and multiple myeloma (MM), which can also evolve from
MGUS and SMM. We aimed to analyze the impact of mitochondrial DNA copy number (mtDNACN)
and also SNVs and INDELSs in frequently mutated mitochondrial-related genes on the disease course
of monoclonal gammopathies and MM. We confirmed the increased levels of mtDNA in SMM and
MM, their gain as the gammopathy progresses and the similarities in the mitochondrial hallmarks
between rapidly-progressing SMM and MM. Our data suggest that mitochondria participate in the
malignant transformation of monoclonal gammopathies and contribute to disease progression. Our
findings support the clinical importance of mtDNACN evaluation and monitoring to guide clinical
decision making in patients with SMM.

Abstract: Many studies over the last 20 years have investigated the role of mitochondrial DNA
(mtDNA) alterations in carcinogenesis. However, the status of the mtDNACN in MM and its
implication in the pathogenesis of the disease remains unclear. We examined changes in plasma cell
mtDNACN across different stages of MM by applying RT-PCR and high-throughput sequencing
analysis. We observed a significant increase in the average mtDNACN in myeloma cells compared
with healthy plasma cells (157 vs. 40 copies; p = 0.02). We also found an increase in mtDNACN in
SMM and newly diagnosed MM (NDMM) paired samples and in consecutive relapses in the same
patient. Survival analysis revealed the negative impact of a high mtDNACN in progression-free
survival in NDMM (p = 0.005). Additionally, we confirmed the higher expression of mitochondrial
biogenesis regulator genes in myeloma cells than in healthy plasma cells and we detected single
nucleotide variants in several genes involved in mtDNA replication. Finally, we found that there
was molecular similarity between “rapidly-progressing SMM” and MM regarding mtDNACN. Our
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data provide evidence that malignant transformation of myeloma cells involves the activation of
mitochondrial biogenesis, resulting in increased mtDNA levels, and highlights vulnerabilities and
potential therapeutic targets in the treatment of MM. Accordingly, mtDNACN tracking might guide
clinical decision-making and management of complex entities such as high-risk SMM.

Keywords: multiple myeloma; smoldering MM; mitochondria DNA copy number; NGS

1. Introduction

Mitochondria are bioenergetic and biosynthetic organelles that control crucial biologi-
cal pathways such as cell growth, proliferation and apoptosis, among others [1,2]. Recently,
many studies have investigated the consequences of mtDNA alterations in cancer, demon-
strating that cancer cells exhibit multiple alterations in mitochondrial content, structure,
function and activity [3-5]. Mitochondria appear to be essential for tumor formation and
growth [6], and dysfunction in mitochondrial processes affects the electron transport chain
and promotes tumor metastasis [7]. Indeed, cancer is characterized by altered energy
metabolism involving not only genetic alterations in nuclear DNA, but also mtDNA muta-
tions and changes in mtDNACN [6,8,9]. A recent comprehensive study of the mtDNACN
in many cancer types revealed that the majority show changes in mtDNA content when
compared with adjacent healthy tissue [9], and also that the mtDNACN is significantly
associated with patient survival.

The status of the mtDNACN and its implication in the pathogenesis of cancer is
gaining traction [10,11]. These parameters remain, however, relatively unexplored in the
context of monoclonal gammopathies and MM, partly because of the inherent difficulties of
working with myeloma cells in vitro and partly because of the death of healthy plasma cells
in patients with MM. Nonetheless, mtDNA is known to play defining roles during early
and late tumor progression in MM [12]. Moreover, mitochondrial biogenesis and activity
is often altered in MM due to aberrant gene expression and mutation of mitochondrial-
related genes, ultimately contributing to disease progression and relapse, particularly to
bortezomib but also to venetoclax [13-16].

SMM (asymptomatic) is a monoclonal gammopathy with a wide spectrum of pro-
gression, and its risk classification has been a major goal in MM research in the last 20
years. Several different models have been tested for predicting progression to active MM—
including the Mayo Clinic model, the PETHEMA model and the 20-20-20 model [17]—and
novel imaging technologies, such as PET-CT [18], can complement more traditional ap-
proaches like fluorescent in situ hybridization and peripheral blood plasma cell quantifica-
tion [19] to aid in prognostication. Nonetheless, cutting-edge molecular technologies (e.g.,
next-generation sequencing (NGS) and whole-genome sequencing (WGS)) [20] can offer
a more complete molecular profile of SMM, which is crucial to determine the prognosis
and classification of SMM and high-risk SMM and to guide clinical decision making in the
management of the disease.

Here, we evaluated the mtDNACN state in patients with MM across all stages of the
disease, and investigated its impact on patient survival. We also traced the time-evolution
of mtDNACN over the course of the disease, which may provide new insight into the
role of mitochondria in the progression of MM. Finally, we conducted differential gene
expression analysis of mitochondrial biogenesis regulator genes and deep-targeted sequenc-
ing of nuclear genes involved in mtDNA replication. Our results provide new evidence
supporting the hypothesis that mitochondrial gain-of-function in MM, through increased
mitochondrial content, contributes to the transformation process. These observations im-
plicate the mtDNACN as a novel biomarker for MM with prognostic potential, including
for risk classification of SMM and rapidly-progressing SMM.
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2. Materials and Methods
2.1. Mitochondrial DNA Copy Number Determination

mtDNACN changes were studied in 4 healthy donors and in 142 patients with MM
across different stages of the disease: 17 with MGUS, 20 with SMM, 79 with NDMM and 26
with relapse MM (RRMM). Clinical data from the global dataset are included in Table 1.
Analysis was performed using plasma cells enriched from bone marrow aspirates with anti-
CD138+ immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA), with >85% purity in all
cases. mtDNACN was quantified by RT-PCR using two TagMan probes targeting nuclear
DNA (RNAseP Control Reaction Kit, Applied Biosystems, Grand Island, NY, USA) and
the mitochondrial gene MT-RNR1 (6FAM-5'-TGCCAGCCACCGCG-3/, with 12S forward
primers mtF805-New (5-CCACGGGAAACACGACTGAT-3') and 12S reverse mtR927
(5'-CTATTGACTT GGTTAATCGTGTGA-3')) (Thermo-fisher, Waltham, MA, USA) [21].

Table 1. Clinical characteristics of patients included in the study (n = 142).

MGUS (n =17) SMM (n = 20) NDMM (n=79) * RRMM (n = 26)
Median age (range), years 71 (48-87) 78.5 (54-87) 72 (62-85) 67.5 (38-87)
Sex (%) Male 58.8 45 529 53.8
Female 41.2 55 471 46.2
PC BM, average % (range) 6.8 (2-17) 23.2 (10-55) 43.9 (10-84) 39.2 (4-88)
PPC MFC %, average (range) 1(0.1-2.9) 6.1 (0.98-24) 11.2 (0.2-30) 14.8 (0.01-79)
Type of Ig heavy chain (serum) Non-detected 5.9 0 0 0
IgG 52.9 60 64.7 69.2
IgA 35.3 40 235 15.4
IgM 59 0 59 15.4
IgD 0 0 0 0
Biclonal 0 0 0 0
Type of Ig light chain (serum) Non-detected 5.9 0 0 3.8
Kappa 52.9 55 765 61.5
Lambda 41.2 45 235 30.8
Biclonal 0 0 0 3.8
Serum M-spike, >3 gr/dL (%) 0 10 824 23.1
Urine M-spike, detected (%) 20 29.4 70.6 53.8
Kappa (%) >19.4 mg/L 57.1 66.7 100 66.7
Lambda (%) >26.3 mg/L 50 417 33.3 33.3
Free kappa/lambda ratio (%) <0.26 mg/L 14.3 23.1 0 26.7
>0.26 <1.65mg/L 429 38.5 222 6.7
>1.65mg/L 429 38.5 77.8 66.7
Creatinine (%) >1.3 mg/dL 29.4 25 47.1 19.2
Serum calcium (%) >11 mg/dL 0 0 11.1 11.5
LDH (%) >225U/1 59 14 11.8 38.5
Albtimina (%) <3g/dL 0 5 11.8 3.8
Immunoparesis, yes (%) 18.8 20 235 80.8
Refractory, yes (%) NA NA 5.9 40
Type of prior treatment (%) With PI NA 0 59 423
Without PI NA 100 94.1 57.7
Type of following treatment (%) With PI NA 25 88.2 423
Without PI NA 75 11.8 57.7
Best response categories * (%) VGPR 0 0 17.6 0
PR 0 30 58.8 34.6
CR 0 0 235 19.2
CR MRD+ 0 0 0 0
CR MRD- 0 0 0 0
SD 0 5 0 34.6
NA 100 65 0 11.5
Performed analysis (methods) Samples, 26 39 107 81
WGS 0 10 10 0
WES 0 0 0 44
mtDNA CN 17 20 79 26
Gene expression 9 9 18 11

Percentage frequencies of clinical parameters from patients. Abbreviations: BM, bone marrow; CR, complete response; Ig, immunoglobulin;
LDH, lactate dehydrogenase; NDMM, newly-diagnosed multiple myeloma; MFC: multiparametric flow cytometry; MGUS, monoclonal
gammopathy of uncertain significance; MRD-, minimal residual disease negative; MRD+, minimal residual disease positive; mtDNACN,
mitochondrial DNA copy number; NA, not applicable; PC, plasma cell; PI, proteasome inhibitors; PPC: polyclonal plasma cell; PR, partial
response; RRMM, relapse multiple myeloma; SMM, smoldering multiple myeloma; SD, stable disease; VGPR, very good partial response;
WES, whole-exome sequencing; WGS, whole-genome sequencing. * Objective response was assessed at the start of each cycle and confirmed
by the physician using IMWG criteria. * MM patients comprised newly-diagnosed and follow-up patients.
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2.2. Deep Targeted Sequencing

Deep targeted sequencing was performed in 13 of the 142 samples with available
DNA and mtDNACN quantification (4 MGUS, 1 SMM, 5 NDMM and 3 RRMM). The panel
contained the following 12 genes involved in mtDNA replication and frequently mutated
in mitochondrial-related diseases: POLG, POLG2, MPV17, RRM2B, DGUOK, OPA1, TK2,
TWINKLE, SLC25A4, SUCLA2, SUCLG1 and MFN2. Libraries were sequenced on the Ion
Proton platform (Life Technologies, ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). The
average coverage depth was 2000 x and the minimum coverage of the detected variants
was 20x. Single nucleotide variants were called and annotated using Ion Reporter software
(v5.0, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA).

2.3. Whole-Genome and Whole-Exome Sequencing

Changes in mtDNACN in 10 paired samples from patients with SMM progressing to
NDMM were examined by WGS. DNA was extracted from 20 samples of CD138+ myeloma
cells purified from bone marrow, and only samples with >90% plasma cells were selected.
Paired-end sequencing (100 bp) on the HiSeq2000 sequencing platform (Illumina, San
Diego, CA, USA) was performed to an average depth of 38.7x. Sequence files are available
at the European Genome-phenome archive under the accession code EGAD00001001898.

Additionally, changes in mtDNACN were evaluated in sequential samples from the
same patient, at the time of diagnosis and relapse, by whole-exome sequencing (21 patients,
44 samples). DNA was isolated from CD138+ myeloma cells purified from bone marrow
and constitutional control DNA originated from peripheral blood mononuclear cells. Ge-
nomic libraries were generated using the Agilent SureSelect Human Exon Kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA; G3362) and were analyzed on the Illumina HiSeq2000
sequencing platform. Paired 75-bp sequences were read with an average depth of 236 x.
The data have been deposited in the European Genome-phenome Archive repository under
the accession code kKEGAD00001000339.

mtDNACN was studied from both NGS datasets using FastMitocalc (ultra-fast version
of mitoCalc; https:/ /lgsun.irp.nia.nih.gov/hsgu/software/mitoAnalyzer/index.html; ac-
cessed on 28 May 2019) [22] and Samtools (version 0.1.19; http:/ /samtools.sourceforge.net;
accessed on 10 April 2019) [23] software. Briefly, mtDNACN was calculated after extracting
reads aligning to the mitochondrial genome from bam files. Then, copy number variation
was calculated by comparing the number of reads aligning to chromosome 10, one of
the most stable chromosomes in MM, with the number of reads aligning to an mtDNA
reference genome.

mtDN A average coverage

tDNA ber =
m copy numser autosomal DN A average coverage

x 2 €))

2.4. RNA Expression Analysis

We extracted RNA and DNA from purified plasma cells (CD138+) using the All-
PrepDNA /RNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). Gene expression was studied from
extracted RNA processed into cDNA to quantify the levels of Tu translation elongation
factor, mitochondrial (TUFM) (ThermoFisher Scientific Waltham, MA, USA) and mito-
chondrial transcription factor A (TFAM) (ThermoFisher Scientific). Beta-D-glucuronidase
(GUSB, ThermoFisher Scientific) was used as a housekeeping gene. This dataset included
47 samples from patients of the Hospital 12 de Octubre (Madrid) that were profiled us-
ing TagMan probes: 9 MGUS, 9 SMM, 18 NDMM and 11 RRMM. qPCR was performed
on an ABI PRISM 7900HT instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with
TagMan gene expression assays (Life Technologies) in triplicate using SDS 2.2 software
(Applied Biosystems). The relative level of targets was determined using the comparative
Ct method [24].

We also analyzed RNA-seq data from 770 patients with NDMM available at the
CoMMpass repository (https://research.themmrf.org and www.themmrf.org; both ac-
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cessed on 22 April 2020) [25]. The data were generated as part of the publicly available
Multiple Myeloma Research Foundation Personalized Medicine Initiatives with the identi-
fier IA14, under “Code availability”. A molecular gene view on the entire dataset was run
to study the expression of genes involved in mitochondrial activity: TUFM and cytochrome
c oxidase II (COXII). Kaplan-Meier curves of progression-free survival (PFS) were plotted
with balanced stratification of high and low expression of each gene studied.

We also checked differential gene expression of defined pathways at the Molecular
Signatures Database (MSigDB), including the mitochondrial respiratory chain pathway
(involving 24 genes: ND1, OXA1L, NDUFA2, NDUFB6, UQCRC1, NDUFA9, NDUFA6, ND-
UFAB1, NDUFA13, BCS1L, NDUFA1, NDUFS7, SDHA, NNT, NDUFS4, UQCRH, NDUFV1,
NDUFS8, NDUFS3, SURF1, NDUFS2, NDUFS1, UQCRB, COX15) and the cytochrome c
oxidase activity pathway (13 genes: COX11, COX7A1, COX10, COX7B, COX8A, COX4I2,
COX411, CYB5A, COX7A2L, COX5A, COX5B, SURF1, COX15).

2.5. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Software (GraphPad Prism, ver-
sion 6.0, La Jolla, CA, USA). All data are presented as the mean = SEM and are representa-
tive of three independent experimental replicates (n = 3). Normally distributed data were
analyzed using the unpaired Student’s t-test or one-way analysis of variance (ANOVA)
Kruskal-Wallis test. The Mann-Whitney test was performed when data did not pass
normality. p-values < 0.05 were considered to be statistically significant.

3. Results
3.1. Patients with Newly Diagnosed MM and Relapsed Patients Have an Increased Mitochondrial
DNA Copy Number Associated with Worse Prognosis

We found that the average mtDNACN was higher in myeloma cells than in healthy
plasma cells across the various stages of disease (153 vs. 40 copies; p = 0.0001), but no
significant differences were observed in mtDNACN between the MGUS, SMM and NDMM
subgroups (Figure 1A). A wide range of mtDNACN was detected within each group of
patients, particularly for the NDMM subgroup (157 + 139 copies, Figure 1A). Clinical
data from the dataset are included in Table 1. Multiple variables could contribute to
this increase in mitochondrial load, including the aberrant expression of mitochondrial
genes related to biogenesis or mtDNA replication. Mutational screening of the nuclear
genes responsible for mtDNA replication in a small subset of patients (n = 12) showed the
presence of two mutations in the polymerase gamma gene (POLG); a missense variant in a
patient with SMM (Ser933Gly, 50% variant read frequency (VRF), 57.1 copies of mtDNA);
and a nonsense variant in a patient with RRMM (Glu538* 32% VRF, 214 copies of mtDNA).
A third mutation was detected in POLG2 in a patient with RRMM (Glu67Gln, 37% VREF, 191
mtDNA copies). The former two mutations were predicted to be deleterious by in silico
SIFT and PolyPhen analysis (Table 2).

We next evaluated the impact of high mtDNACN on patient outcome in 69 of the 78
patients with NDMM and in available survival data. As shown in Figure 1B, the 11 patients
with >400 mtDNA copies (85th percentile) had significantly shorter PFS than the remaining
58 patients (21.6 vs. 29.4 months; hazard ratio (HR) 3.78; 95% confidence interval 1.49-9.63,
p = 0.005).



Cancers 2021, 13, 3189 6 of 12

>

2 p=0.02 o
1,5 I

0
Healthy cells MGUS SMM NDMM Healthy cells NDMM
CD138+ CD138+

2 5 =0.0001

1,5

mtDNA Copy Number
Fold Change

mtDNA Copy Number
Fold Change

B
=
S p = 0.005
(‘% —— >400 mtDNA CN
® — <400 mtDNA CN
£
S
2 50,
o
o
o
o
S 0
E, 0 20 40 60

Time (Months)

Figure 1. Primary multiple myeloma cells exhibit differences in mitochondrial DNA copy number, which correlates with
survival. (A) Box-plots of mtDNACN values estimated from next-generation sequencing data (n = 142). MM/ healthy
donors mtDNACN fold-change (153 vs. 40 copies), p = 0.0001 (ANOVA Kruskal-Wallis test). Average mtDNACN of MM
cells from patients with NDMM and healthy plasma cells (157 vs. 40 copies), p = 0.02 (Mann-Whitney test). Data are
presented as mean values + SD. (B) Kaplan-Meier curves of progression-free survival (PFS) in patients with MM. The red
curve corresponds to patients with >400 mtDNA copies (n = 11). The blue curve corresponds to patients with <400 mtDNA
copies (n = 58) (p = 0.005).

Table 2. Mutations responsible for mtDNA replication in a small subset of patients (1 = 12).

Coordinates Codons Protein Substitution Region dbSNP ID SNP Type I\S/I:I:l:;%j Prediction
15,89864181,1,T/C  AGT-gGT POLG S933G EXON CDS Novel Nonsynonymous SMM DAMAGING
15,89869943,1,C/A GAG-AG  POLG E538X EXONCDS  rs138413938:A  Nonsynonymous ~ RRMM fg‘;’;ggsltr(‘)i
17,62492888,1,C/G GAG-cAG POLG2 E67Q EXON CDS Novel Nonsynonymous RRMM TOLERATED

3.2. Mitochondrial DNA Copy Number Increases with the Progression of MM Disease

Evaluation of mtDNACN from WGS data in paired SMM-NDMM samples from the
same patient showed that 8/10 patients had an increase in the mtDNACN with progres-
sion of the disease. Of note, almost identical mtDNA signatures were found in rapidly-
progressing SMM and NDMM (Figure 2A). The same finding was observed for mtDNACN
evaluated by whole-exome sequencing (WES) from consecutive relapsed samples from
the same patients, with an increase in mtDNACN in 17/21 patients (80%), including those
patients with three sequential relapses (Figure 2B).
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Figure 2. Mitochondrial DNA copy number increases with the progression of the disease. (A) mtDNACN calculated from
WGS data from paired samples of 10 patients with SMM evolving to MM. Green bars correspond to patients with increased
mtDNACN and red bars correspond to decreased mtDNACN, p < 0.05 (Mann-Whitney). (B) Changes in consecutive relapse
patients were assessed from WES data of 21 patients (n = 44 samples), p < 0.05 (Kruskal-Wallis). Red bars correspond to the
increase between the first and second or second and third relapses, whereas blue bars correspond to a decrease.

3.3. Mitochondrial Biogenesis Regulator Genes Are Overexpressed in Advance States of MM with
Implications for Prognosis

To elucidate whether the increase in mtDNACN was correlated with the expression
of mitochondrial biogenesis regulators, we measured the levels of TUFM and TFAM by
quantitative PCR in the different states of monoclonal gammopathies. The results showed
that the expression of TUFM and TFAM was significantly higher in patients with RRMM
than in patients with NDMM (p = 0.01 for both genes). Moreover, analysis of variance
revealed significant differences between all groups for TUFM (p = 0.0059) and TFAM
(p = 0.006) (Figure 3A).
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Figure 3. Mitochondrial gene expression is enhanced in late stage multiple myeloma. (A) Fold-change in gene expression of
TUFM and TFAM relative to GUSB in patients (MGUS n = 9; SMM n = 9; NDMM n = 18; RRMM # = 11). Data are presented
as mean values &= SEM of technical triplicates. (B) High level of mitochondria-related genes identified by RNAseq analysis
from the CoMMpass study (IA14); TUFM and COXII overexpression associate with shorter progression-free survival. (C,D)
Heatmaps of canEvolve database analysis. (C) Gene-set enrichment analysis of the mitochondrial respiratory chain pathway;
normal vs. NDMM, normal vs. RRMM. D. Gene-set enrichment analysis of the cytochrome ¢ oxidase activity pathway;
normal vs. NDMM, normal vs. RRMM. * p < 0.05.

Following the same rationale as for mtDNACN, we evaluated whether the overex-
pression of those genes had any impact on patient PFS. To do this, we used the available
RNA-seq data from the CoMMpass database, which corresponded to 770 patients with
NDMM. We found that PFS was significantly shorter in those patients with overexpression
in genes involved in mitochondrial biogenesis, including TUFM (HR 1.27) and COXII (HR
1.28) (Figure 3B). Additionally, we assessed the differential gene expression of MSigDB-
defined pathways. The mitochondrial respiratory chain pathway (involving 31 genes)
showed statistical differences between patients with NDMM and RRMM compared with
healthy donors. The cytochrome c oxidase activity pathway (13 genes) showed the same
trend (Figure 3C).
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4. Discussion

Here, we report that elevated mtDNACN, which reflects the abundance of mito-
chondria, is an additional feature of MM. Our data provide evidence that the malignant
transformation of myeloma cells is coupled to the activation of mitochondrial biogenesis,
resulting in increased mtDNA levels [3-5] and mtDNACN changes [6,8,9]. Indeed, mtDNA
can define early and late tumor progression in MM [12].

Monoclonal gammopathies, including MGUS, SMM and MM, are a group of disorders
that share a common feature of clonal plasma cell proliferation. MGUS and SMM can
evolve to MM through molecular mechanisms that are not fully understood. The biology
of myelomagenesis establishes the basis of post-germinal center B-cell evolution to MGUS,
SMM and, ultimately, MM. The most accepted theory postulates the existence of primary
genetic events, such as IgH translocations, hyperdiploidy and cyclin D dysregulation [26],
that trigger monoclonal gammopathies. There are also secondary genetic events that seem
to be acquired for the progression of SMM to MM, including mutations in NRAS, KRAS,
BRAF or NFKB pathways, loss-of-function of p53, PTEN or RB, and other genetic events,
such as secondary translocations, miRNA changes and MYC upregulation [27]. All of these
chromosomal/genetic abnormalities are linked to multiple phenotypic features, including
osteoclast activation and osteoblast inhibition [28], homing of MM cells to the bone marrow
niche and immune evasion.

Mitochondrial biogenesis is regulated by myriad molecules, with several implicated
in MM disease. For instance, p53 can influence mitochondrial function and governs
apoptosis [29]. Also, Myc is implicated in both mitochondrial biogenesis and MM, being
commonly overexpressed and associated with its progression. MYC regulates several
mitochondrial genes such as COX, POLG and TFAM, which are also altered in patients along
MM progression [13,30,31]. We show that elevation of mtDNACN along MM progression
correlates with increased expression of genes involved in mitochondrial biology (e.g.,
TUFM and TFAM). Mitochondrial biogenesis and activity is altered by aberrant gene
expression and mutation of mitochondrial-related genes in MM disease and progression,
and contributes to relapse [13-16]. Indeed, we found the presence of pathogenic mutations
in genes involved in mtDNA replication, such as POLG and POLG2, which dysregulate
mitochondrial biogenesis and could contribute to mtDNA increases [32].

Mitochondrial biogenesis is increased as a consequence of molecular dysregulation
of myelomagenesis events, with a concomitant increase of mtDNACN. We recently de-
scribed an increase in mitochondrial activity during the progression of monoclonal gam-
mopathies [13], and established mitochondria as a novel therapeutic target of the disease to
override the resistance to frontline treatments [13]. Ortiz-Ruiz et al. described the gain of
mitochondrial content and its consequent increase of OXPHOS due to MYC dysregulation
that leads to an increase of mitochondrial biogenesis in vitro, which was also confirmed
in the current article in clinical patients. Lack of response to treatments triggered by mi-
tochondrial dysregulation could explain the poor prognosis of patients with an increase
in mtDNACN or in mitochondrial biogenesis gene expression [13]. Thus, Ortiz-Ruiz
et al. described mechanistically some of the findings of the clinical data showed in the
current article.

Within non-myeloma monoclonal gammopathies, SMM is especially challenging
in terms of clinical management due to the wide variability in its progression and its
risk classification is an important clinical aspiration (e.g., the Mayo Clinic model [17]).
While critical advances have been made in the knowledge of SMM, it remains crucial to
fully understand and determine the prognosis and classification of SMM and high-risk
SMM in order to guide decision making in the management of the disease. Our findings
suggest the use of mtDNACN monitoring in monoclonal gammopathies, especially in
SMM. Although risk factors have now been defined by the International Myeloma Working
Group, controversy exists around the definition of high-risk SMM and its management.
Our data support the implementation of mtDNACN analysis, a technique available in
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the clinic for multiple mitochondrial diseases, in monoclonal gammopathies, especially in
SMM and MM.

5. Conclusions

Our results demonstrate that elevation of mtDNA content occurs in monoclonal
gammopathies (MGUS and SMM) and MM as the disease progresses, and it is notably
enhanced in those patients who relapse. Increases in mtDNACN might be linked to
aberrant genetic events, such as POLG mutations or MYC upregulation, as we recently
described [13], or to other genetic events triggering an increase of mitochondrial gene
expression (e.g., TFAM, TUFM), load and activity, contributing to poor prognosis and
treatment resistance. Additionally, our data provide novel insights into patients with
rapidly-progressing SMM and those who relapse, and the potential value of mtDNACN
status and evolution for classifying and supporting clinical decisions for these patients.
Further analysis in mitochondrial content and activity and confirmative studies with
additional samples should be pursued to unravel the role of mitochondria in monoclonal
gammopathies.
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