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Resumen



Dasatinib es un inhibidor de BCR-ABL de segunda generacidn que se usa como farmaco de primera linea
en la leucemia mieloide cronica, y a cuya gran eficacia contribuyen efectos terapéuticos poco
caracterizados sobre una inmunidad deficitaria por la accién crénica de la neoplasia. Por ello, en este
trabajo nos hemos propuesto caracterizar, mediante citometria de flujo multiparamétrica, los cambios
inmunofenotipicos que se producian durante la enfermedad, durante el tratamiento con dasatinib, y
durante la linfocitosis que habitualmente induce el farmaco y que se propone como uno de sus principales
efectos inmunomoduladores. Nuestros resultados demuestran que los principales efectos de la
enfermedad son la disminucién de CD62L y CCR7, en correspondencia con la disminucion de Ty. Por otra
parte, al diagnostico, los linfocitos NK presentan un fenotipo mas maduro que el de sujetos sanos.
Dasatinib es capaz de revertir total o parcialmente los déficits que se detectan al diagndstico y ademés
tiene efectos per se sobre algunas subpoblaciones linfocitarias como el aumento de HLA-DR. La
caracterizacion de la linfocitosis demostré que el aumento de linfocitos tras la toma del farmaco tiene
lugar a expensas de un aumento de LT efectores y su correspondiente disminucion de Ty en SP, asi
como de un aumento de células NK mas diferenciadas. Para intentar explicar la linfocitosis, nos
planteamos que el farmaco estuviese afectando a la migracién linfocitaria de los LT hacia érganos
linfoides secundarios y observamos que los LT de nuestros pacientes migraban menos hacia CCL19 y 21
tras dos horas de la toma del farmaco; la causa era la disminucion de la proporcion de los LT CCR7+ en
SP y no un efecto directo de dasatinib sobre la capacidad migratoria o la expresion de CCR7. En cuanto
a la asociacién de la respuesta terapéutica a dasatinib y los parametros inmunolégicos pudimos
comprobar que el valor absoluto de los LT CD8+ al diagnostico se asocia a una respuesta molecular
temprana.

Por otro lado, dasatinib produce efectos adversos graves como el derrame pleural y la hemorragia
intestinal, que conllevan la interrupcion del tratamiento y cuya patogénesis se desconoce. Por ello, y a
través de distintos abordajes experimentales, comprobamos que dasatinib produce una importante
desorganizacion del citoesqueleto de actina de células endoteliales HUVEC que se acompafia de una
pérdida de las uniones homotipicas que abre espacios entre las células adyacentes. Este efecto tiene
lugar de forma rapida, es dosis-dependiente y reversible. Su mecanismo molecular incluye la fosforilacién
de la cadena ligera de la miosina que probablemente se traduce en la activacién de la NMIl y en un
aumento de la contractilidad celular. Experimentos de permeabilidad in vivo confirmaron que dasatinib
produce una pérdida de la funcion de barrera del endotelio vascular.

En resumen, los datos aportados en esta tesis contribuyen al conocimiento de los efectos de la LMC y del
tratamiento crénico con dasatinib sobre el sistema inmunitario, lo que es de crucial importancia en uno de
los canceres hematolégicos en el que el potencial curativo del SI es mas evidente. Ademas, la
identificacion, al menos en parte, de las causas de los efectos adversos mas graves de dasatinib puede

mejorar notablemente el manejo terapéutico de estos pacientes.
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Abreviaturas



Ac: anticuerpo

AcMo: anticuerpo monoclonal

ADCC: citotoxicidad celular dependiente de ac (del inglés, antibody-dependent cellular cytotoxicity)
Ag: antigeno

AJ: las uniones adherentes (del inglés, adherens junctions)

ARA-C: citarabina o arabinésido de citosina

BCR: receptor de célula B (del inglés, Breakpoint Cluster Region)

CB: crisis blastica

CDC: citotoxicidad celular dependiente de complemto (del inglés, complement-dependent cytotoxicity)
Cdc42: del inglés, Cell division control protein 42

CMF: citometria de flujo

CPA: célula presentadora de antigeno

CPH: complejo principal de histocompatibilidad

DIC: Microscopia de Contraste Diferencial interferencial (del inglés, Differential interference contrast)
EA: efecto adverso

EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés, Epidermal Growth Factor)

ELC: cadena ligera esencial (del inglés Essential Light Chain)

ELN: European LeukemiaNet

FA: fase acelerada

FAK: cinasa de adhesion focal (del inglés, focal adhesion kinase)

FC.: fase cronica

FGF: factor de crecimiento de fibroblatos (del inglés, Fibroblast Growth Factor)

FISH: hibridacion in situ fluorescente (del inglés, fluorescence in-situ hybridization)

GAP: proteinas activadoras de GTPasas (del inglés, GTPase-activating proteins).

GEF: factores de intercambio de guanina (del inglés, guanine-exchange factors)

HBSS: solucion salina balanceada de Hank (del inglés, Hank's Balanced Salt Solution)

HER: factor de crecimiento de hepatocitos (del inglés, Hepatocyte Growth Factor)

HEV: vénulas de endotelio alto (del inglés, High Endotelial Venules)

HUVEC: células endoteliales de la vena umbilical humana (del inglés, Human umbilical vein endothelial
cells)

ICAM-1: molécula de adhesién intercelular 1 (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1)

IF: inmunofluorescencia

IFN-y: interferon gamma (del inglés, Interferon gamma)

IRIS: International Randomized Study of Interferon and STI57

ITC: inhibidores tirosina cinasa

JAK/STAT: del inglés, Janus kinase/signal transducers and activators of transcription

JAM: molécula adhesiva de la unién (del inglés, junctional adhesion molecules)



KIR: receptor inhibidor de células NK (del inglés, killer inhibitory receptor)

LB: linfocitos B

LFA-1: antigeno asociado a la funcidn de linfocito 1 (del inglés, Lymphocyte Function —associated Antigen
7

LGL: linfocitos grandes granulares

LMC: leucemia mieloide crénica

LT: linfocitos T

MAP: proteina activada por mitdgenos (del inglés, mitogen activated protein)

MDSC: células supresoras de estirpe mieloide (del inglés, myeloid derived suppressor cells),
MEC: matriz extracelular

MHCII: cadena pesada de miosina Il (del inglés, Myosine Heavy Chain)

MLC: cadena ligera de miosina (del inglés, Myosine Light Chain).

MLCK: cinasa de la cadena ligera de miosina (del inglés, Myosin Light Chain Kinase)

MO: médula 6sea

MYPT1: fosfatasa especifica de miosina MYPT1 (del inglés, Myosin phosphatase targeting protein
NCR: receptores de citotoxicidad natural (del inglés, natural citotoxicity receptors)

NIH (Instituto Nacional de Salud, del inglés, National Institutes of Health)

NK: del inglés, natural killer

NMII: miosina no muscular de tipo Il (del inglés, non-muscle myosin Il heavy chain)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OSL: 6rganos linfoides secundarios

PBMC: células mononucleares de sangre periférica (del inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PBS: tampon fosfato salino (del inglés, Phosphate-Buffered Saline)

PCR: del inglés, Polymerase Chain Reaction

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas (del inglés, Platelet-Derived Growth Factor)
PECAM1: molécula de adhesién plaqueto-endotelial 1 (del inglés, platelet endotelial cell adhesion
molecule 1)

Ph: cromosoma

PI3K: fosfatidilinositol-3-OH-quinasa (del inglés, Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase)

PNAd: Adresina de ganglio (del inglés, Peripheral Node Addressin)

Rac1: del inglés, Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

RCy: respuesta citogenética

RCyC: respuesta citogenética completa

RH: respuesta hematoldgica

RHC: respuesta hematolégica completa

RhoA: miembro A de la familia de genes homologos de Ras (del inglés, Ras homolog gene family

member)



RI: respuesta inmunitaria

RLC: cadena reguladora ligera (del inglés Regulatory Light Chain)

RM: respuesta molecular

RMM: respuesta molecular mayor

ROCK: cinasa de dominio super-enrollado asocaida a Rho (del inglés, Rho associated Coiled-coil Kinase)
S1P: la esfingosina-1-fosfato (del inglés, Sphingosine-1-Phosphate)

SG: supervivencia global

Sl: sistema inmunitario

SLP: supervivencia libre de progresién

SP: sangre periférica

Src: protooncogen de la tirosin cinasa (del inglés, proto-oncogene tyrosine-protein kinase)

Tew: linfocitos T memoria central

TCR: receptor de células T (del inglés, T cell receptor)

Tem: linfocitos T de memoria efectores

TJ: uniones estrechas (del inglés, tight junctions)

Ty: linfocitos T naive

TNF: factor de necrosis tumoral (del inglés, Tumor Necrosis Factor)

Tscm: linfocitos T stem cell-like memory

Tre 0 Temra: Linfocitos T efectores terminales

VCAM-1: molécula de adhesién vascular 1 (del inglés, Vascular Cell-Adhesion Protein 1)

VEGFR: receptor para el factor de crecimiento endotelial (del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor)

VE-PTP: proteina tirosina fosfatasa vascular endotelial (del inglés, Vascular Endothelial Protein Tyrosine
Phosphatase)

VLA-4: proteina de activacion tardia 4 (del inglés, Very Late Antigen-4)

WB: del inglés, western blot

WHO: World Health Organization
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1. Células del sistema inmunitario

Las células y moléculas responsables de la inmunidad constituyen el sistema inmunitario (SI) y la
respuesta coordinada de todas ellas a la entrada de sustancias extrafias en el organismo se denomina
respuesta inmunitaria (RI). La principal funcion fisiolégica del S es la proteccion frente a las infecciones,
pero también sabemos que proporciona defensa frente a los tumores'.
La primera linea de defensa del Sl lo constituye la inmunidad innata que actua de forma inmediata tras la
deteccion de la molécula extrafia, ya que estd mediada por células y moléculas presentes de forma
“‘innata” o “natural” en el organismo antes de la infeccion. Se trata de una respuesta répida e inespecifica
ya que no detecta diferencias finas en las moléculas que reconoce y que, ademas, no genera memoria
inmunoldgica?. Los principales componentes de la inmunidad innata son las barreras fisicas y quimicas
del organismo, células como los fagocitos, las células dendriticas y los linfocitos NK (del inglés, natural
killer), proteinas plasmaticas como las que componen el sistema del complemento y los reactantes de
fase aguda, v las citocinas, que son proteinas que coordinan y regulan las funciones de las células del
SE.
En contraste con la inmunidad innata, existen otras respuestas inmunitarias que se desarrollan tras la
infeccidn y que aumentan en potencia y eficacia con cada nueva exposicion al microorganismo. Es decir,
son respuestas que se adaptan a la infeccién y por tanto a su conjunto se la denomind inmunidad
adaptativa’. Sus principales caracteristicas son una especificidad exquisita en el reconocimiento de la
molécula extrafia y la capacidad de desarrollar memoria inmunolégica. EI S| adaptativo esta integrado por
las células presentadoras de antigenos (CPA) y los linfocitos T (LT) y B (LB) y sus productos, entre ellos
los anticuerpos (ac) o inmunoglobulinas. Los linfocitos expresan receptores que reconocen
especificamente una amplia variedad de moléculas extrafias que se denominan antigenos (ag).

Los LT son los principales mediadores de la Rl adaptativa celular. A través de su receptor para el
ag o TCR (del inglés, T cell receptor) reconocen péptidos que derivan de proteinas previamente
procesadas por las CPA (que incluyen células dendriicas, macrofagos y LB) y que se encuentran unidos a
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH)*. Como resultado, los LT reconocen solo
ag asociados a la membrana celular pero no ag solubles. Desde el punto de vista funcional se clasifican
en varias subpoblaciones, siendo las mejor caracterizadas los LT CD4+, colaboradores o helper, que
colaboran con los macréfagos y los LB en la eliminacion de los microorganismos, y los LT CD8+
citotoxicos que matan directamente las células infectadas" .

La Rl adaptativa mediada por los LT puede resumirse en los siguientes pasos: 1) presentacion antigénica
por las CPA, principalmente células dendriticas, en los 6rganos linfoides secundarios (OLS) (que incluyen
ganglios linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado a las mucosas) y reconocimiento del ag por los LT naive
(Tn), 2) activacion y proliferacion del clon de linfocitos especificos para dicho ag (expansion clonal), 3)
diferenciaciéon en LT de memoria efectores (Tew), 4) migracion de los LT efectores al tejido periférico

donde se encuentre el foco antigénico y 5) eliminacion del ag (Figura 1).
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Figura 1. Resumen de los principales procesos de la inmunidad adaptativa mediada por los linfocitos T. Los Tn migran a
OSL, donde son activados por ag para asi diferenciarse a Tem que posteriormente migraran a tejido periférico.
Extraida Abbas AK, et al. (2015)".

Todos estos procesos se asocian a cambios en la expresion de numerosas moléculas de
superficie o intracelulares que desempefian un papel importante en la induccion y regulacién de las
respuestas inmunitarias. Este hecho, junto con el desarrollo de ac monoclonales (AcMo) que reconocen
multitud de moléculas asociadas a linaje y estadio madurativo, y el gran avance tecnoldgico en la técnica
de citometria de flujo (CMF) de los Ultimos afios, ha permitido diseccionar muy finamente las distintas
subpoblaciones linfocitarias. Asi, en el caso de los LT podemos clasificarlos en linfocitos Tn, LT stem cell-
like memory (Tscu), LT de memoria central (Tcu), linfocitos Tem y LT efectores terminales o exhaustos (Tre
0 Temra)®, cada una de ellas con sus particulares caracteristicas funcionales como veremos a
continuacién (Tabla 1).

Los T, tanto T CD4+ como T CD8+, proceden del timo donde sufren los procesos de seleccion
positiva y negativa que garantizan la eliminacion de los LT autoreactivos. Una vez abandonan el timo se
encuentran recirculando continuamente entre los OLS y la sangre periférica (SP), a través del sistema
linfatico, en el proceso denominado recirculacion linfocitaria que favorece el encuentro del Ty con su ag
especifico. De hecho, durante este estadio celular coexpresan el receptor de quimiocinas CCR7 y la
molécula de adhesion L-selectina o CD62L¢ , que les permite su unién al endotelio de las venas de
endotelio alto (HEV) de los OLS y posterior extravasacion hasta el interior de los mismos, donde
reconoceran su ag especifico previamente procesado y presentado por una célula dendritica. Ademas,
los Ty de forma caracteristica expresan en su superficie la molécula CD45RA, una isoforma de la
molécula CD45 que estd implicada en la transduccion de sefial necesaria para su activacion y

diferenciacion a LT de memoria y la molécula CD27 que tiene funcidn coestimuladora. Los linfocitos Ty,
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cuando son activados por primera vez por el ag correspondiente, median la Rl primaria, y parte de ellos
se diferenciara en LT de memoria. Las respuestas inmunitarias secundarias se producen por encuentros
posteriores con el mismo ag y suelen ser mas rapidas, de mayor magnitud y con mayor capacidad de
eliminacion del ag. Ello es debido a que los LT de memoria son células de vida larga capaces de
responder de manera inmediata en reexposiciones sucesivas al ag. Dentro del conjunto de LT de
memoria se pueden distinguir dos subpoblaciones con diferentes funciones, localizaciéon e
inmunofenatipo: los linfocitos Tem y los Tew'.

Los Tem se localizan principalmente en los OLS y carecen de funcién efectora inmediata. Por el
contrario, poseen una alta capacidad proliferativa ante una segunda exposicion a su ag especifico y
generan de forma eficiente LT efectores. Los linfocitos Tcu expresan marcadores de memoria tales como
la isoforma CD45RO y carecen de moléculas propias de células naive tales como CD45RA, pero
conservan CD27 y marcadores de reclutamiento hacia los OLS, como CCR7 y CD62L? (Tabla 1).

Por su parte, una vez generados tras la activacion de los linfocitos Ty, los linfocitos Tem
abandonan los OLS, vuelven a la circulacién sanguinea y migran de forma preferencial a los tejidos de la
periferia para realizar ahi su funcién. Para ello, dejan de expresar CCR7 en superficie y la expresién de
CD62L es mas heterogénea. En cambio, expresan moléculas de adhesion tales como ligandos para las
selectinas P y E endoteliales ademas de integrinas 1y B2, y receptores para quimiocinas inflamatorias,
lo que facilita su reclutamiento hacia los tejidos inflamados® 1. Este subtipo de LT se caracteriza por su
rapida accion efectora y mayor capacidad para producir citoquinas.

Finalmente, los Temra, que también se denominan LT exhaustosS, se generan como
consecuencia de una exposicion prolongada al ag, pierden su capacidad efectora y se caracterizan por

una sobreexpresion de moléculas inhibidoras como PD1y CTLA4.
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Tabla 1. Caracteristicas de los linfocitos T en funcion de la fase de diferenciacion. Tn: Linfocitos T naive; Tewm: Linfocitos T

de memoria central; Tem: linfocitos T de memoria efectores.

Tn Tem Tem

Miaracié Preferentemente a | Preferentemente a tejido Preferentemente a tejido
igracion . .

OSL inflamado inflamado y mucosas
Frecuencia de respuesta Muy baja Alta Baja
aag
Funciones efectoras Ninguna Segrgmon .CItO,C mnasy Ninguna

actividad citotdxica
Ciclo celular No Si Si
Expresion de proteinas
de membrana
IL-2R (CD25) Baja Alta Baja
L-selectina (CD62L) Alta Baja Variable
IL-7R (CD127) Moderadamente alta | Baja Alta
Moléculas de adhesion: .
integrinas, CD44 Baja Alta Alta
CCR7 Alta Baja Variable
Isoformas CD45 CD45RA CD45R0O CD45RO0 variable
. pequefio y , ~
Morfologia escaso citoplasma grande y escaso citoplasma pequefia
. CD27+CD45RA- CCRT-

Inmunofenotipo CD27- CD45RA+ CCRT+ | oo D27+ CD45RA+ CCRY- | CD27+ CD45RA- CCR7+

Este perfil de expresion de moléculas y receptores de quimiocinas nos informa ademas sobre el estado
de activacion o la capacidad de secretar un determinado patrén de citocinas, y por tanto sobre el tipo de
diferenciacién que ha sufrido el linfocito tras su encuentro con el ag. De esta manera, podemos clasificar
a los LT CD4+ de memoria en Th1, Th2, Th17 y Th22, en funcién de la expresion diferencial de
receptores de quimiocinas como CCR4, CCR5, CCR6 y CXCR3". Dichos linfocitos ejercen funciones de
diferentes a través de la sintesis diferencial de determinadas citocinas.

Otros tipos de LT CD4+ bien caracterizados incluyen los LT helper foliculares y los LT
reguladores. Los primeros se diferencian a partir del Ty activado por el ag, se localizan en los foliculos
linfoides de los OLS y son esenciales en las reacciones del centro germinal, como el cambio de isotipo de
las inmunoglobulinas y el incremento de afinidad de los LB por el ag*2.

Los LT regquladores son los encargados de moderar o suprimir la Rl convencional y garantizar la

tolerancia periférica a través de la inhibicion de la activacidn y/o funcién de los LT autoreactivos; y los
defectos en su generacidn y/o funcion favorecen la aparicion de patologias autoinmunes’@.

Los LT CD8+, denominados también LT citotdxicos, juegan un papel en la defensa inmunitaria
contra los patoégenos intracelulares, incluidos virus y bacterias, y contra los tumores. Reconocen los

péptidos presentados por moléculas del CPH de clase |, que se expresan en todas las células nucleadas.
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Eliminan la célula diana bien por la unién del receptor FasL con el ligando Fas, bien por la exocitosis de
perforinas y granzimas que generan poros en la membrana de la células diana e inducen su apoptosis ™.
Se clasifican en las mismas subpoblaciones que los LT CD4+ en funcién de su historia de exposicion
antigénica.

Los LB son los principales mediadores de la Rl adaptativa humoral a través de la produccién de
anticuerpos (ac) que reconocen especificamente su ag y median distintos mecanismos efectores de
defensa como la neutralizacién de ag, la citotoxicidad celular dependiente de ac o ADCC (del inglés,
antibody-dependent cellular cytotoxicity) o la citotoxicidad dependiente de complemento o CDC (del
inglés, complement-dependent cytotoxicity)'>. Hay también distintos tipos de LB entre los que destacan
los foliculares y los de la zona marginal. Los primeros presentan el ag a través del CPH de clase Il a los
LT CD4+ cooperadores de la zona T de los OLS que han sido previamente activados por dicho ag. Esta
interaccién permite el cambio de clase de las Ig y el aumento de la afinidad de las mismas por el ag. Al
igual que sucede con los LT, los LB también se clasifican en distintos estadios en funcién de su historia
de exposicion antigénica’.

Finalmente, los linfocitos o células NK son linfocitos capaces de eliminar de forma rapida células

infectadas o tumorales y contribuyen a modular tanto la Rl innata como la adaptativa’. A diferencia de los
LT, carecen de expresién de CD3 o TCR y ejercen su actividad citotdxica independientemente de la
presentacion antigénica por el CPH'S, Son células CD3-CD56*CD16* cuya actividad esta regulada por el
equilibrio entre sefiales que derivan de distintos receptores entre los que se incluyen: a) los receptores
lectina tipo C, de los que destacamos el heterodimero activador NKG2D/CD94 que reconoce la molécula
no clasica del CPH, HLA-E; b) los receptores de citotoxicidad natural NCR (del inglés, natural citotoxicity
receptors), que incluyen NKp30, NKp44 y NKp46, expresados exclusivamente por las NK; c) los
receptores de la familia de las Igs, llamados receptores KIR (del inglés, killer inhibitory receptor), los
cuales pueden ser activadores o inhibidores y d) el receptor CD16 o receptor de baja afinidad para la
region Fc de la 1gG ( Fc gamma RIIl). Los mecanismos de accion de las células NK incluyen: (a) la ADCC
a través de la unién del CD16 a la regién Fc de las IgG que se encuentran opsonizando una célula; b) la
union de sus receptores activadores NKp30, NKp44, NKp46, DNAM-1 y NKG2D a sus ligandos o (c) la
identificacion de la pérdida de expresion de moléculas del CPH de tipo | en células infectadas o tumorales

a través de sus receptores KIR (teoria del missing self)!".

1.1, Recirculacion y homing linfocitarios

Una de las caracteristicas distintivas de las células del Sl es su capacidad de movimiento. Como ya
se ha mencionado arriba, la recirculacion linfocitaria es el proceso mediante el cual los Ty maduros
entran en los OLS con el fin de encontrar ag extrafios presentados por las células dendriticas. Si el Ty no
encuentra a su ag especifico en ese OLS concreto, ese linfocito permanecera en su estadio naive,
volvera al torrente sanguineo y repetira su migracion y entrada en otro OLS'®. Este es el mecanismo por

el cual los linfocitos acabaran encontrando su ag especifico en cualquier localizacién del organismo®. Por
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su parte, el término “homing” hace referencia al proceso segun el cual determinadas subpoblaciones
linfocitarias entran selectivamente en determinados 6rganos, ya sean o no linfoides, y no en otros.
Finalmente, la inflamacion tiene lugar cuando los leucocitos y las proteinas plasmaticas se extravasan
hacia los sitios de infeccidn o dafio tisular con el fin de eliminar el agente causal.

En general, el reclutamiento de los leucocitos desde el torrente sanguineo hacia el tejido
subyacente, ya sea linfoide o no, tiene lugar a través de la denominada cascada de extravasacién
leucocitaria en la que los leucocitos ruedan y se adhieren al endotelio de los vasos para después
atravesar las células endoteliales y alcanzar el tejido subyacente. En esta cascada de adhesion participan
diversos tipos celulares.

En el caso de la entrada de los linfocitos Ty en los OLS, las HEV de dichos érganos son vénulas
postcapilares formadas por células endoteliales especializadas que expresan una serie de moléculas
implicadas en la captacién de linfocitos circulantes, como las adresinas PNAd (del inglés, Peripheral Node
addressin), un grupo de sialomucinas que sirven de ligando para la L-selectina o CD62L presente en los
linfocitos Tn. La union de dichas moléculas es de baja afinidad y tiene una tasa rapida de unién y
desunion que da lugar a un rodamiento de los linfocitos sobre el endotelio?. Esto permite que el receptor
de quimioquinas CCR7 expresado en la membrana de los linfocitos se una a sus ligandos, las
quimiocinas homeostaticas CCL19 y CCL21, producidas y expuestas por el endotelio. Dicha unién inicia
una cascada de sefializacién que da lugar a un cambio conformacional en las integrinas de la membrana
del linfocito, VLA-4 (del inglés, Very Late Antigen-4) y LFA-1 (del inglés, Lymphocyte Function —
associated Antigen 1)2', que adquieren mayor afinidad y avidez por las moléculas de adhesion VCAM-1
(del inglés, Vascular Cell-Adhesion Protein 1) e ICAM-1 (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1)
presentes en el endotelio, lo que garantiza la adhesion firme del linfocito al endotelio. y su posterior
migracion a través del endotelio en el proceso conocido como diapédesis o transmigracion gracias a un
gradiente de quimiocinas®. En este ultimo paso el linfocito debe abrirse camino hacia la membrana basal
para llegar al tejido subyacente.

Por su parte, en la reaccién inflamatoria, la salida de los componentes del S| hacia el tejido es
dependiente de cambios reversibles en los vasos sanguineos del tejido infectado o inflamado en
respuesta a citocinas y otros mediadores secretados por células tisulares tras su estimulacion por
moléculas microbianas o derivadas de dafio tisular. Estos cambios incluyen la vasodilacién, el aumento
de la permeabilidad vascular y la expresion de moléculas de adhesién y quimiocinas endoteliales que
favorecen la adhesion y extravasacion de los leucocitos. En el caso concreto de los LT efectores, el
reclutamiento hacia los tejidos periféricos donde se encuentra el foco antigénico, ya sea infeccioso,
tumoral o de otro tipo, esta mediado por la expresion de las selectinas E y P y determinadas integrinas en
la superficie endotelial activada de las vénulas poscapilares de los tejidos, que a su vez se uniran a sus
respectivos ligandos en la superficie de los LT efectores??23, Los Ty no poseen dichos ligandos, motivo

por el cual no se extravasan de forma eficiente en los tejidos periféricos. Como hemos mencionado
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anteriormente, la configuracion de receptores de quimiocinas que caracteriza a cada subtipo de LT helper
da lugar a un reclutamiento diferencial de los mismos.
2. Endotelio Vascular

El endotelio vascular constituye la monocapa celular mas interna de los vasos sanguineos, separa el
torrente circulatorio del tejido subyacente y, como acabamos de ver, juega un papel muy importante en
todos los procesos de reclutamiento leucocitario hacia los distintos tejidos?*. Ademas, actia como una
barrera que controla la permeabilidad de los vasos sanguineos, y en consecuencia el intercambio de
sustancias entre la SP y los tejidos subyacentes, incluyendo el intercambio gaseoso en los pulmones y de
nutrientes en el intestino. Durante la inflamacion, la capacidad de adhesién de los leucocitos activados asi
como la permeabilidad de la monocapa endotelial aumentan, lo que conduce a edema, hemorragia e

infiltracion leucocitaria.

2.1. Uniones intercelulares

Las uniones entre las células endoteliales o uniones homotipicas se componen de diferentes
complejos de proteinas, muchos de los cuales conectan con el citoesqueleto de actina, el cual constituye
a su vez una estructura dindmica de andamiaje celular que garantiza a las células su tension interna,
morfologia, transporte vesicular intracelular, polaridad y capacidad de adhesiéon y migracién®. Es
importante sefialar que las uniones intercelulares no solo tienen una funcién estructural sino que ademas
conforman plataformas de sefalizacion al interior celular, permitiendo que las células intercambien
sefiales de supervivencia, proliferacién o posicién, entre otras.

Los principales complejos proteicos que garantizan las uniones homotipicas de las células
endoteliales son las uniones estrechas o TJ (del inglés, tight junctions) y las uniones adherentes o AJ (del
inglés, adherens junctions) (Figura 2). Estos complejos estan formados por proteinas transmembrana que
funcionan como receptores de adhesién y proteinas adaptadoras que conectan con el citoesqueleto de
actina; de esta manera, se establece una regulacién reciproca entre proteinas integrantes de las uniones
intercelulares (que contribuirian al mantenimiento de la arquitectura celular) y los cambios en el

citoesqueleto (que a su vez modularian la integridad de dichas uniones) (Figura 2).
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Las TJ o zonula occludens se encuentran en la zona del lumen del endotelio vascular, a través
de moléculas transmembrana como las ocludinas, claudinas, y las proteinas JAM (del inglés, junctional
adhesion molecules). Todas ellas se asocian a complejos proteicos que incluyen proteinas como Z0-1,-2
y-3, ¥ que actuan de puente con el citoesqueleto de actina. Las AJ o zonula adherens son complejos de
unién que se sittan préximas y basales a las TJ (aunque en endotelio pueden estar intercaladas)?’ y al
igual que ellas forman una estructura a modo de cinturon en todo el perimetro celular. El principal
componente en las AJ de las células endoteliales es la proteina VE-cadherina (CD144), especifica del
endotelio vascular.

Las VE-cadherinas de dos células contiguas conectan entre si a través de su dominio
extracelular, mientras que se asocia de manera indirecta mediante su region citoplasmica a los filamentos
de actina, a través de un complejo de proteinas que incluyen alfa- y beta-cateninas, placoglobina
(gamma-catenina), p120 catenina, vinculina y alfa-actinina. La molécula PECAM1 (del inglés, platelet
endotelial cell adhesion molecule 1) o CD31, junto con la VE-caherina y el receptor para el factor de
crecimiento endotelial (VEGFR) forman un complejo proteico a través del cual las células endoteliales son
capaces de percibir cambios hemodinamicos e iniciar un sefalizacién intracelular que media los cambios

adaptativos pertinentes.

2.2. Uniones célula-matriz extracelular

La adhesion de las células endoteliales a la matriz extracelular (MEC) es esencial para la
estabilidad de los vasos sanguineos Yy el desarrollo de multiples procesos bioldgicos como el desarrollo
embrionario, la reparacion tisular y el cierre de heridas.2-%0 Las uniones o adhesiones focales son
complejos proteicos que unen mecanicamente el citoesqueleto de actina de la célula endotelial con la
MEC a través de las integrinas, que son moléculas de adhesion presentes en la membrana celular para
moléculas de MEC como fibronectina, colageno o laminina. A nivel intracelular, las integrinas pueden
interaccionar con la actina de forma directa o a través de moléculas de unién a actina como la vinculina,
la alfa-actinina, la paxilina y la talina3'32 La cinasa de adhesion focal o FAK33-% (del inglés, focal adhesion
kinase), a través de su actividad enzimatica y/o de su funcién de andamiaje, participa en el ensamblaje de
las adhesiones focales en respuesta a multitud de sefiales intracelulares, como las provenientes de
receptores de factores de crecimiento (PDGF (del inglés, Platelet-Derived Growth Factor), EGF (del
inglés, Epidermal Growth Factor), HER (del inglés, Hepatocyte Growth Factor) y VEGF) y en la
reorganizacion del citoesqueleto y las uniones intercelulares en multiples procesos biologicos como la
angiogénesis, la migracion o la adhesion®. Asi, la adhesion mediada por integrinas da lugar a la
fosforilacion de FAK lo que favorece el reclutamiento de otras cinasas como Src (del inglés, proto-
oncogene tyrosine-protein kinase) que de forma directa o, a través de otras moléculas de sefalizacién
como la paxilina, regulan la activacion de las GTPasas de la familia Rho, a través de factores de
intercambio de guanina o GEF (del inglés, guanine-exchange factors) o de proteinas activadoras de

GTPasas 0 GAP (del inglés, GTPase-activating proteins) (Figura 3). Ademas, las integrinas también
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transmiten sefiales derivadas de cambios en las propiedades mecanicas o fisicas de la MEC a través de
cambios conformacionales en proteinas asociadas a integrinas como Scr, p130Cas o vinculina que a su
vez provocaran una reorganizacion del citoesqueleto y modificaciones en la contractilidad de la célula a
través de vias de sefializacion como las Rho GTPasas (Figura 3). De forma reciproca, alteraciones en el
citoesqueleto de actina o en la capacidad contractil de las células regula la interaccion dindmica de las

integrinas con la MEC®,

Force (e.g. substrate rigidity, shear stress)

—p ECM remodeling

Force-induced
conformational
changes

f&‘es::" 1
o v . 2
!

l Cytoskeletal reorganization/actomyosin contractility ‘

<N

Differentiation Proliferation Adaptation to
shear stress

Figura 3. Regulacion de la integrina a través de las Rho-GTPasas durante el proceso de adhesion celular. El cambio
conformacional de las integrinas estimulan la actividad de SFK, p130Cas y vinculina, provocando una cascada de sefalizacion a
través de las Rho GTPasas con el fin de reorganizar el citoesqueleto.

Extraida de Huveneers S, et al (2009)3%.

2.3. Regulacion de la permeabilidad vascular

La regulacion de la permeabilidad vascular es compleja y en ella participan distintas moléculas y

estructuras celulares entre las que destacan las uniones homotipicas de las células endoteliales asi como
las uniones de las células endoteliales con la MEC y con el citoesqueleto de actina.
Las causas que pueden llevar a un aumento de la permeabilidad vascular incluyen la alteracion de la
integridad de las AJ secundaria por ejemplo a estimulos proinflamatorios, asi como fuerzas mecénicas
que proceden de células contiguas y/o de la MEC o de la tension intracelular generada por la maquinaria
contractil de la actomiosina.

Los cambios en la arquitectura de las AJ son los principales responsables de las variaciones en

la permeabilidad endotelial. La integridad de las AJ esta regulada por diversos mecanismos, que afectan
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a la expresion o localizacién de la VE-cadherina, asi como a su asociacidn con proteinas del complejo

proteico intracelular (Figura 4).
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El mecanismo molecular mejor caracterizado por el que las AJ son remodeladas cambiando su
estructura y composicién es el de la fosforilacién de la VE-cadherina en residuos de tirosina,
principalmente por la accién de la cinasa Src, aunque en algunos casos la VE-cadherina también puede
fosforilarse en el residuo Ser665%7:%. Asi, por ejemplo, ciertas sustancias liberadas en condiciones de
inflamacion como son el factor de crecimiento endotelial o VEGF la trombina, la histamina o el TNF-alfa, a
través de distintas cinasas, pueden inducir la fosforilacién de ciertos residuos de la cola citosélica de la
VE-cadherina, la beta-catenina y la catenina p120, lo que provoca la internalizacion de la VE-cadherina y
su contacto con las cateninas y con el citoesqueleto de actina, lo que se traduce en un aumento de la
permeabilidad de los vasos® (Figura 4). Este aumento de permeabilidad, en ausencia de patologia, es
transitorio y las uniones se reestablecen cuando el estimulo que lo ha provocado deja de estar presente.*

Ademas, la fosforilacion de la VE-cadherina en ciertas tirosinas de una forma especifica puede
ser inducida mediante la adhesion de los leucocitos a la célula endotelial a través de la molécula de
adhesion ICAM 1, permitiendo este proceso la diapédesis del leucocito*!-#3. El estado de fosforilacion de

los diferentes componentes de las AJ es regulado también por la accién de fosfatasas asociadas a ellas,
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como por ejemplo las VE-PTP (del inglés, Vascular Endothelial Protein Tyrosine Phosphatase), que
defosforilan la VE-cadherina y las cateninas y, como resultado, estabilizan la union cadherina-catenina y
disminuyen la internalizacion de la VE-cadherina.

Ademas de los factores que afectan directamente a los componentes mas especificos de las
uniones intercelulares, las alteraciones en la tensién intracelular pueden afectar al ensamblaje de las
uniones homotipicas o de las uniones focales con la MEC y, como consecuencia, a la funcion de barrera.
La tensidn intracelular la genera la maquinaria contractil de la actomiosina y la miosina no muscular de
tipo Il (NMII) juega un papel primordial en el control de la tensién intracelular a nivel de las AJ.

Las miosinas son proteinas motoras de unién a los filamentos de actina y median gran parte de las
funciones realizadas por estos Ultimos; de esta forma, juegan un papel fundamental en aquellos procesos
celulares que que implican reorganizacién del citoesqueleto de actina, como la citocinesis o la migracién
celular, entre otros. La superfamilia de las miosinas es muy amplia e incluye la NMIl que se expresa de
manera ubicua y que es capaz de generar fuerzas mecanicas dentro de la célula y también en su entorno.

La unidad funcional de NMII estd compuesta por un hexamero que contiene dos cadenas
pesadas o MHCII (del inglés, Myosine Heavy Chain) y cuatro cadenas ligeras MLC (del inglés, Myosine
Light Chain). Las cadenas ligeras se dividen en las cadenas ELC (del inglés, Essential Light Chain) y RLC
(del inglés, Regulatory Light Chain) (Figura 5 a). Las MHCII contienen el dominio de unién a actina y de
actividad ATPasa que conforman el dominio motor de la NMIl y que estd muy conservado entre las
distintas miosinas. Por su parte el dominio helicoidal de la MHCII actta como dominio de dimerizacion de
las dos MHCII. La union de la miosina a la actina esta mediada por la hidrolisis de ATP que es un proceso
dependiente de Mg?* y que promueve la adquisicion de una conformacion de alta afinidad por el filamento
de actina. La union de la NMII al filamento de actina genera fuerzas de traccién que pueden promover el
movimiento de estructuras celulares a lo largo del filamento de actina o desplazar unos filamentos de
actina sobre otros (Figura 5 b).

Las cadenas ligeras, al igual que las pesadas, tienen una funcién estructural, pero la MLC
controla ademas la funcion del hexamero por fosforilacion de residuos especificos que catalizan la
actividad ATPasa de la MHCII y controlan el plegamiento conformacional del hexamero.

La NMII puede adoptar dos conformaciones: una capaz de interaccionar con la actina, también
denominada competente o activa, y otra incapaz. La primera interacciona con otros hexameros de NMII
(que forman minifilamentos antiparalelos de miosina) y con los filamentos de actina, formando estructuras
celulares de actomiosina como las fibras de stress o las adhesiones focales. Estas dos conformaciones
pueden ser reversibles y la adopcion de una u otra esta regulada por la fosforilacion de dos residuos de la
RLC, Ser19 y Thr18, principalmente por la accién de la cinasa ROCK (del inglés, Rho associated Coiled-
coil Kinase) dependiente a su vez de la actividad de la GTPasa RhoA* (del inglés, Ras homolog gene
family member). ROCK fosforila el residuo Ser19 de forma directa o por la inhibicién de la fosfatasa
especifica de miosina MYPT1(del inglés, Myosin phosphatase targeting protein). Por su parte, la cinasa

de MLC o MLCK (del inglés, Myosin Light Chain Kinase) fosforila principalmente el residuo Ser19.44-46
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Figura 5. Estructura funcional y cambio conformacional del hexdmero de miosina.

A) cambio conformacional del hexdmero de miosina de una estructura de 10S inactiva, a una conformacién 6S activa, por la
fosforilacion de residuos clave de la RLC. B). En conformacién 6S, el hexamero puede formar uniones anti-paralelas con otros
hexameros de miosina e interaccionar con los filamentos de actina, lo que le permite generar fuerzas mecanicas en las células.

Extraida de Vicente-Manzanares M et al. (2009)6.

En este sentido es importante sefalar el papel relevante que juegan RhoA, Rac1 (del inglés,
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) y Cdc42 (del inglés, cell division control protein 42), todos
ellos miembros de la familia de las RhoGTPasas en la reorganizacién del citoesqueleto de actina y la
integridad de las AJ. Su actividad esta regulada por un ciclo de unién a GDP o GTP.4-#9 El paso de un
estado a otro esta controlado por proteinas activadoras de GTPasas o GAP (del inglés, GTPase
activating proteins) que aceleran la hidrélisis de GTP y por tanto terminan la actividad de las
RhoGTPasas, y por GEF que promueven el intercambio de GDP a GTP y por tanto activan las
RhoGTPasas. En su estado de unién a GTP o estado activo se translocan a la membrana celular donde

se unen a un amplio abanico de mediadores®.
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Figura 6. Cascada de sefalizacion a través de RhoA.
Extraida de Lessey EC, et al. (2012)0.
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De forma muy resumida, Cdc42 promueve la nucleacion y polimerizacion de la actina y juega un
papel fundamental en el ensamblaje y el mantenimiento de las AJ, mientras que el papel de Rac1 en el
mantenimiento de la integridad de la barrera endotelial depende mucho del contexto celular. Por su parte,
la sefalizacion de RhoA contribuye a la desestabilizacion de las AJ y el aumento de la permeabilidad
vascular a través de la activacion de dianas como ROCK y mDia, que promueven la contraccion de la
miosina y la polimerizacién de actina, respectivamente, lo que favorece el ensamblaje de fibras de stress
y un aumento de la tensién intracelular que desestructura las AJ5'-%* (Figura 6). Estas fibras influyen
dramaticamente en la tasa y tamafio de los espacios intercelulares que se forman cuando las células se
retraen’58 ya que generan una tension centripeta que contrarresta la tension centrifuga ejercida por el
entramado cortical de actina. Al contrario de lo que sucede con Cdc42 y Rac1, la actividad de RhoA suele
estar inhibida a nivel de las AJ por multiples mecanismos entre los que se incluyen la activacién de la
p190RhoGAP por Rac1, Scr o FAKS7:58,

Otra manera de alterar la permeabilidad vascular es a través de la inhibicion de aquellos mediadores
que aumentan la estabilidad de la barrera endotelial, causando asi la pérdida de la integridad vascular.
Ejemplos de estos estabilizadores de las uniones son el factor de crecimiento de fibroblastos, FGF (del
inglés, Fibroblast Growth Factor) que aumenta la estabilizacion de VE-cadherina en las AJ a través de la
modulacion de su union a p120catenina®; la esfingosina-1-fosfato S1P, (del inglés, Sphingosine-1-
Phosphate), mediante la fosforilacion de FAK, produce redistribucion de las adhesiones focales como
puntos de unién de la actina, favoreciendo la formacién del anillo de actina que estabiliza las uniones
celulares 0-63; y la angiopoyetina |, que inhibe la activacion de la cinasa Src inducida por VEGF,

inhibiendo de este modo la fosforilacién e internalizacién de VE-cadherina.

3. Leucemia Mieloide Crénica

La leucemia mieloide crénica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa clonal que se origina en una
célula madre pluripotente comun a los tres linajes hematopoyéticos®®, aunque lo que caracteriza a la LMC
es la expansién de la serie granulocitica. Este clon leucémico se genera como consecuencia de una
translocacion reciproca entre los cromosomas 9 y 22%, que da lugar a un cromosoma 22 derivativo
conocido como cromosoma Philadelfia (Ph)é768, El resultado de esta translocacion es un gen de fusion en
el que parte del gen BCR (del inglés, Breakpoint Cluster Region) en el cromosoma 22, se une a un
fragmento del gen ABL proveniente del cromosoma 9, y dan lugar al oncogen BCR/ABL16%70 que es el
marcador molecular patognoménico de la LMC. En funcion de los puntos de rotura en el gen BCR se han
descrito varios trénscritos de fusion BCR/ABL1 siendo los més frecuentes los que codifican para la
proteina p210BCRABLT que se asocia al desarrollo de la LMC y para la proteina p1908CR-ABL1 gsociada sobre
todo a la aparicién de la leucemia aguda linfoblastica Ph+71.72, La oncoproteina BCR/ABL1 contiene el
dominio de oligomerizacion de BCR unido al dominio cinasa de ABL por lo que presenta una actividad
tirosina cinasa constitutiva 7 que transforma la célula madre normal en una célula madre leucémica y es

la responsable de la patogénesis de la enfermedad’7. Desde el punto de vista de la historia de la

23



medicina, estos descubrimientos fueron un hito ya que confirmaron la asociacion de una alteracién
genética con la leucemogénesis.

La LMC es uno de los desérdenes mieloproliferativos cronicos mas comunes (15% de todas las
leucemias del adulto), con una incidencia anual de 1-3 casos por cada 100.000 habitantes. Dada su
actual supervivencia, la prevalencia de esta enfermedad ha aumentado mucho y se espera que ésta sea
la tendencia en los proximos afios. La edad mediana en el momento del diagndstico se sitla alrededor de
los 50 afios, aunque puede aparecer a cualquier edad, y existe un ligero predominio en varones. Apenas
se han descrito factores de riesgo para la LMC y entre ellos se incluyen la exposicién a radiaciones
ionizantes y agentes inhibidores de la toposimerasa |l del ADN, ya que inducen la translocacion 9;2275

Desde el punto de vista de la patogénesis, las proteinas tirosina cinasa BCR-ABL1 estimulan multitud
de vias de sefializacién intracelulares que median proliferacion, aumento de supervivencia, inhibicién de
la apoptosis, inestabilidad gendmica y alteraciones de la migracion y la adhesion celular. La dimerizacién
de BCR-ABL1 produce autofosforilacién que genera sitios de unién para proteinas adaptadoras como
GRB2, CRK o CBL, entre otras, y éstas a su vez activan distintas vias de sefializacién entre las que
destacan RAS, MAP (del inglés, mitogen activated protein), JAK/STAT (del inglés, Janus kinase/signal
transducers and activators of transcription), fosfatidil inositol-3-quinasa (PI3K), Myc y proteinas del
citoesqueleto’.

La patogénesis de la LMC esta condicionada por la inmunosupresion y los mecanismos de evasion
del S| asociados a los procesos neoplasicos, que impiden el desarrollo de respuestas anti-leucemia
eficientes y favorecen la progresion de la enfermedad. La inmunosupresion esta mediada en parte por la
célula madre leucémica, que se caracteriza por su capacidad de autorenovacién y su resistencia a la
apoptosis”’. Ademas, se han descrito mecanismos de evasion de la célula madre leucémica tanto BCR-
ABL dependientes como independientes como la disminucion de la expresion de moléculas del CPH de
clase Il que dificultaria su reconocimiento por parte de los LT; este mecanismo y otros podrian justificar
en la persistencia de la célula madre leucémica y la recaida tras la interrupcién de los inhibidores de la
actividad tirosina cinasa (ITC), que son los farmacos de eleccion para la LMC. Otros mecanismos de
inmunosupresion descritos incluyen el aumento de células supresoras de estirpe mieloide (MDSC),
derivadas también del clon leucémico’, que promueven el reclutamiento y la funcién de otras células
inmunosupresoras como los LT reguladores. Todo ello se traduce en diferentes alteraciones funcionales y
numéricas en las principales células del Sl con funcion efectora antitumoral, como las células NK, las
células dendriticas y LT citotoxicos. Entre ellos destacan la disminucion del nimero de células NK asi
como de su capacidad proliferativa y citotoxica™, defectos numéricos y funcionales en las células
dendriticas®®-82 que dificultan una adecuada presentacion antigénica, asi como déficits funcionales de los
LT que incluyen una menor capacidad citolitica, una disminucion en la sintesis y secrecion de citocinas
con un papel antitumoral relevante®, como el TNF-alfa (del inglés, Tumor Necrosis Factor) o el IFN-
gamma (del inglés, Interferon gamma), o el aumento de PD-1 en LT especificos de ag asociados a las

células de la LMC84,
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En general, la mayoria de los pacientes con LMC Ph+ estan asintomaticos en el momento del
diagnéstico, por lo que éste suele ser casual, en coincidencia con un analisis rutinario, al detectarse en
SP hiperleucocitosis acompafiada frecuentemente de trombocitosis, granulocitos inmaduros (blastos,
mielocitos y metamielocitos), la caracteristica basofilia y la disminucion de la fosfatasa alcalina
granulocitaria. Mas del 50% de estos pacientes presentan esplenomegalia al diagnéstico. Desde el punto
de vista clinico, en la LMC se distinguen tres fases®: la fase cronica (FC), que puede durar afios y es en
la que se diagnostican la mayoria de los pacientes, la fase final o crisis blastica (CB) que se define por la
presencia de mas de un 20% de blastos en SP o en médula 6sea (MO) o enfermedad extramedular
aparte del bazo, y la fase acelerada (FA), una fase previa a la CB que se identifica en algunos pacientes
que no responden al tratamiento®, en la que los blastos de SP o MO oscilan entre un 10 y un 20%, la
basofilia supera el 20%, hay signos clinicos de progresion como la trombocitosis, un aumento de la
leucocitosis o de la esplenomegalia (Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 2008). Los criterios de la
European LeukemiaNet (ELN) para la definicion de FA o CB difieren de los de la World Health
Organization (WHO) fundamentalmente en el nimero de blastos ya que la ELN requiere un 30% de
blastos en SP para la definicion de CB y entre 15-30% para la de FA®.

La prueba diagndstica inequivoca de la enfermedad es, en la mayoria de los casos, la deteccion de
su alteracion patognomoénica, el cromosoma Ph, junto a la identificacién del tipo de transcrito BCR-ABL,
en SP o MO, por PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction) cualitativa. En menos del 5% de los
casos, el cromosoma Ph no puede ser detectado en el cariotipo y el diagndstico se confirma mediante
métodos de genética molecular como las técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH) o mediante
PCR cuantitativa en tiempo real (RQ-PCR). En caso de que no se detecten los transcritos
“convencionales” mencionados arriba hay que proceder a técnicas de secuenciaciongss’,

Hasta la fecha se han descrito tres sistemas de estratificacion del riesgo de los pacientes: Sokal,
EURO y el mas reciente EUTOS8-90, todos ellos basados en sencillos datos clinicos y de laboratorio. El
primero de ellos se disefid en 1984 para pacientes tratados con hidroxiurea o busulfan, el segundo a
finales de los noventa cuando el tratamiento de eleccién era el IFN-alfa y, finalmente, el EUTOS ya en el
seno de los ITC como farmacos de primera linea. Los dos primeros clasifican a los pacientes en tres
grupos de riesgo: bajo, intermedio y alto y el EUTOS en alto y bajo riesgo. Estos indices pronéstico
diferencian grupos con distintas posibilidades de respuestas optimas al tratamiento y de supervivencia
global (SG), tanto es asi que se tienen muy en cuenta para la eleccion del tratamiento de primera linea.

El tratamiento de esta patologia ha evolucionado desde que se inicié a principios del siglo XX con
arsénico y posteriormente radioterapia y farmacos como el busulfan y la hidroxiurea, que actualmente se
siguen usando para tratar a pacientes con hiperleucocitosis y trombocitosis importantes. A mediados de
los afios 70 la LMC comenz6 a tratarse con trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos que
constituia el Unico tratamiento curativo de la enfermedad. A principio de los afios 80 se introdujo el IFN-

alfa que fue el tratamiento estandar, como agente Unico o0 en combinacién con citarabina, hasta la llegada
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de los ITC®'. El mecanismo de accion del IFN-alfa no esta del todo claro pero probablemente esté
relacionado con sus efectos inmunomoduladores.

Cada una de estas aproximaciones terapéuticas ha supuesto un claro aumento en la supervivencia a
largo plazo de estos pacientes, aunque sin duda la auténtica revolucion terapéutica ha venido de la mano
de los inhibidores de la actividad tirosina cinasa de la proteina BCR-ABL, como veremos en el préximo
apartado®2.

La monitorizacién y el seguimiento del paciente de LMC tratado con ITC mediante la evaluacion de la
respuesta alcanzada es de vital importancia para la optimizacién de la terapia en cada caso. Asi se
establecen diferentes tipos de respuesta: se define respuesta hematoldgica (RH) cuando se produce una
reduccion del recuento leucocitario junto con una disminucién del tamafio del bazo, y RH completa (RHC)
cuando se alcanzan cifras normales de leucocitos y plaquetas y el bazo no es detectable a la palpacion;
la respuesta citogenética (RCy) hace referencia a la progresiva reducciéon o desaparicion, en el caso de
RCy completa (RCyC), del cromosoma Ph en el cariotipo del paciente o en el anélisis de FISH sobre
nucleos interfasicos. La respuesta molecular (RM) se clasifica en funcién de los niveles de transcritos
(ARNm) de BCR-ABL detectados en el suero del paciente por RQ-PCR (tabla 2), siendo esta técnica la

mas sensible para la evaluacion de la enfermedad minima residual.

Tabla 2. Definicion de respuesta molecular.

Respuesta molecular mayor (RMM): Ratio BCR-ABL menor de 0.1% medida en escala

internacional (EI)

Respuesta molecular grado 4: Ratio BCR-ABL menor de 0.01% (El). Incluye enfermedad
indetectable en una muestra con =10 000 copias de ABL.

Respuesta molecular grado 4.5: Ratio BCR-ABL menor de 0.0032% (EI). Incluye enfermedad
indetectable en una muestra con = 32000 copias de ABL.

Respuesta molecular grado 5: Ratio BCR-ABL menor de 0.001% (EI). Incluye enfermedad
indetectable en una muestra con = 100 000 copias de ABL.

4. Inhibidores de las tirosina cinasas

La demostracion de que la proteina BCR-ABL1 es responsable de la patogénesis de la LMC, la
convirtid en una dptima diana terapéutica y favorecié el desarrollo de los inhibidores de la actividad
tirosina cinasa o ITC®. Los ITC constituyen actualmente la primera linea de tratamiento de esta
enfermedad ya que son farmacos de administracion por via oral, con escasos efectos secundarios, que
han mejorado notablemente el manejo de estos pacientes %% y que, sobre todo, han modificado
radicalmente su prondstico, con un incremento de la esperanza de vida de un 85%. De hecho, se
considera que la esperanza de vida actual de estos pacientes se acerca a la de la poblacién sana en

menores de 60 afos.
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4.1. Tratamiento con los ITC de primera generacion: Imatinib

El imatinib es el primer inhibidor selectivo de la proteina tirosina cinasa BCR-ABL aprobado para
el tratamiento de la LMC. Imatinib es una fenilaminopirimidina que bloquea el sitio de union del ATP en la
region catalitica de las cinasas de ABL, del receptor de PDGF vy del receptor c-Kit, inhibiendo la
fosforilacion del sustrato y la activacién de las vias de sefializacion que este Ultimo desencadena® (Figura
7).
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Figura 7. Mecanismo de accion de imatinib.
Extraida de Goldman et al (2001)76.

Tyrosine

Substrate

Imatinib fue el primero de los ITC que se comercializé y pronto se convirtid en el tratamiento de
eleccion en la LMC Ph+ %, en base a los resultados de estudios clinicos como el IRIS (International
Randomized Study of Interferon and STI571), que demostro las ventajas significativas de la terapia con
imatinib sobre el IFN-a-ARA-C (citarabina o arabinésido de citosina), entre las que se incluia, ademas de
la respuesta al tratamiento, una mayor SG. La ultima actualizacién de los datos de seguimiento de dicho
estudio durante diez afios, confirman a largo plazo los éxitos precoces de los pacientes tratados con
imatinib. No ha habido nuevas alertas de seguridad o efectos adversos (EA) serios relacionados con la
medicacion. La tasa estimada de SG a los 10 afios en los pacientes tratados con imatinib fue del 83,3%.
El éxito terapéutico del imatinib unido a la aparicién de casos de resistencia e intolerancia a este
farmaco®%, que afectan al 50% de los pacientes, llevaron al desarrollo de los ITC de segunda

generacidn, como dasatinib, nilotinib y bosutinib.

4.2. Tratamiento con los ITC de segunda generacion: Dasatinib, Nilotinib, Bosutinib.
Dasatinib. Dasatinib (BMS-354825, Bristol-Myers Squibb) es una tiazol-5-carboxamida (Figura 8),
no relacionada estructuralmente con imatinib, que inhibe BCR-ABL con independencia de su

conformacion activa o inactiva®, pero también a la familia de las SRC cinasas (SRC, LCK, HCK, YES,

27



FYN, FGR, BLK, LYN, FRK), a receptores de tirosina cinasa (c-kit, PDGFR, DDR1 y 2, c-FMS, receptor
de efrina), y la familia de TEC cinasa (TEC y BTK).
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Figura 8. Estructura quimica de dasatinib.
Extraida de PubChem.

La caracteristica mas importante de dasatinib es su potencia, 300 veces superior a la de imatinib,
y su actividad frente a muchas de las mutaciones de BCR-ABL que confieren resistencia a imatinib.100,
Inicialmente, dasatinib fue aprobado como fratamiento de segunda linea para aquellos pacientes
resistentes o intolerantes a imatinib y ese es el contexto temporal en el que se enmarca esta tesis.
Actualmente, dasatinib esta indicado en el tratamiento de pacientes adultos con LMC Ph+ en cualquiera
de las fases de la enfermedad y en las leucemias linfoblasticas agudas Ph+ con resistencia o intolerancia
a otros tratamientos, incluido imatinib01.102,

Ademas, como hemos mencionado arriba, dasatinib también inhibe el receptor de tirosina cinasa

c-KIT, que participa en las vias de proliferacién, diferenciacion y supervivencia celular. Mutaciones
activadoras de c-KIT estan asociadas con diferentes patologias, como neoplasias hematoldgicas tipo
leucemia mieloblastica aguda, mastocitosis o tumores gastrointestinales, que son por tanto susceptibles
de tratamiento con dasatinib e,
La familia de las SRC cinasas participa en la transduccién de sefiales celulares implicadas en division,
migracion e invasion celular. A través de su inhibicién, dasatinib promueve la apoptosis en determinados
tumores, controla su expansién metastasica y actua sobre el microambiente tumoral'®. Ademas,
dasatinib aumenta la sensibilidad de las células tumorales a distintas terapias por lo que este ITC se
propone como terapia en combinacion para otras neoplasias, incluyendo tumores sdlidos (mama,
préstata, melanoma0,

Para comparar la eficacia terapéutica y la seguridad de dasatinib versus imatinib, se disefié el
estudio DASISION'% que compard los resultados del tratamiento en primera linea de pacientes con LMC
en FC con dichos farmacos. La tasa de RCyC confirmadas a los 12 meses, que representaba el objetivo
primario del estudio, fue significativamente mayor en la rama de dasatinib 100mg QD (83% frente 72%,
respectivamente; p=0.001), al igual que la tasa de RMM tanto a los 12 meses (46% frente a 28%,
p=0.0001) como en cualquier momento de la evaluacion. Los tiempos en alcanzar RCyC y RMM fueron
significativamente menores en la rama de pacientes tratados con dasatinib, aunque no se encontraron
diferencias significativas entre las tasas estimadas de supervivencia libre de progresién (SLP) y SG a los

12 meses entre ambos farmacos. Los resultados del estudio DASISION a los cinco afios confirmaron que
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la tasa de RMM es superior en los pacientes tratados con dasatinib y que no existen diferencias en SLP y
SG entre los dos brazos de tratamiento?7.

Nilotinib . Nilotinib es una fenilaminopiridina de segunda generacion que inhibe BCR-ABL. Al
igual que imatinib, nilotinib se une a la conformacion inactiva del dominio tirosina cinasa de ABL1, pero a
diferencia de aquel, lo hace con mayor afinidad y especificidad'®. El resultado es que, in vitro, nilotinib es
un inhibidor de BCR-ABL de entre 10 a 50 veces mas potente que imatinib. Ademas de BCR-ABL,
nilotinib también tiene actividad frente a otras kinasas como c-KIT y PDGFRa/b, con una potencia similar
a imatinib'%, A diferencia de los otros ITC de segunda generacion (dasatinib y bosutinib), nilotinib ejerce
minimos efectos sobre la familia SRC cinasa'?!. En la actualidad, nilotinib esta4 aprobado como farmaco
en primera linea para pacientes con LMC Ph+ en FC asi como para aquellos en FC o FA con resistencia
o intolerancia a un farmaco previo, incluyendo imatinib.

Bosutinib. Bosutinib, una molécula estructuramente diferente de dasatinib y nilotinib, es un
inhibidor dual de las tirosina cinasas de SRC y ABL, mientras que su actividad sobre el receptor c-KIT y
PDGF es minima. Esta indicado para el tratamiento de pacientes adultos con LMC Ph+ en FC, FA o FB,
tratados previamente con uno o mas ITC y para quienes imatinib, nilotinib y dasatinib no se consideran
opciones adecuadas de tratamiento. Ademas, bosutinib ha sido aprobado recientemente como

tratamiento de primera linea.

4.3. ITC de tercera generacion: Ponatinib

Ponatinib es un potente inhibidor de BCR-ABL que por sus caracteristicas estructurales inhibe
también SRC, ¢c-KIT y PDGFR, entre otros. Fue desarrollado con el fin de tratar a los pacientes con la
mutacién T315l que confiere una gran resistencia al tratamiento con los ITC de primera y segunda
generacion'®. De hecho, es el tnico ITC aprobado con actividad en los pacientes con dicha mutacién. En
la actualidad, ponatinib se consolida como tratamiento de rescate para pacientes con LMC o LAL Ph+ que
sean resistentes o intolerantes a dasatinib o nilotinib, 0 en los que no esté indicado el tratamiento con

otros ITC, 0 que presenten la mutacion T3I5I.

4.4. Efectos adversos del tratamiento con los ITC
En general, la tolerancia al tratamiento con los ITC en los pacientes de LMC es buena, si bien la

mayoria de los pacientes desarrollara algun EA leve o moderado, que habitualmente son reversibles,
incluso de forma espontanea, y habitualmente no obligan a interrumpir el tratamiento!0. Estos EA son
debidos en general a la falta de especificidad de los ITC y, dada la duracién de estos tratamientos, es
importante tener en cuenta las comorbilidades y las interacciones con otros farmacos que esté tomando
el paciente, asi como la posibilidad de desarrollar EA a largo plazo.

Los EA se clasifican en hematolégicos y no hematoldgicos y, en funcion de la gravedad segun
criterios del NCI (National Cancer Institute), en grados 1 (leve), 2 (moderado), 3 y 4 (severo). Las
citopenias son muy frecuentes durante el tratamiento con ITC, sobre todo al principio, y se deben tanto a

la reduccion o desaparicion del clon leucémico como a la supresién ejercida por este Ultimo sobre la
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hematopoyesis normal, que tarda semanas o meses en recuperarse. Por lo tanto, las citopenias se
pueden considerar mas una expresion de eficacia que de toxicidad, como lo demuestra la asociacién
entre la aparicién de aquéllas durante los primeros meses de tratamiento con imatinib y el pronéstico a
largo plazo''."12, Por otra parte, los ITC son capaces de comprometer las funciones normales de las
células madre hematopoyéticas de una manera directa. En particular, en el espectro de inhibicion de
varios ITC se encuentra la familia de las SRC cinasas, que incluye Lyn o Fyn, implicadas en funciones
como la agregacion plaquetaria o la megacariocitopoyesis'*314, La mayoria de los efectos hematologicos
ocurren en los primeros meses y constituyen la causa principal de la reduccién de la dosis o la
interrupcion del tratamiento. Por este motivo, al comenzar un tratamiento con ITC, los controles
hematoldgicos deben realizarse con frecuencia.

Entre los EA no hematoldgicos de los ITC destacan los eventos cardiovasculares como la
patologia isquémica, la trombosis arterial y venosa, y la enfermedad oclusiva de arterias periféricas, que
se dan sobre todo con nilotinib y ponatinib'. Los eventos cardiacos no son frecuentes pero si
potencialmente graves, y por tanto es necesaria la monitorizacién de la funcién cardiaca en el tratamiento
con el ponatinib. Son frecuentes, sin embargo, los efectos secundarios gastrointestinales entre los que
destacan las nauseas y la diarrea, el dolor abdominal y los vémitos, asi como la toxicidad hepatica. Los
EA endocrinoldgicos incluyen la hiperglucemia y la hipofosfatemia. En cuanto a los EA cutaneos destacan
los edemas periféricos v la fragilidad cutanea, frecuentes con imatinib pero no con otros, y diferentes tipos
de erupciones que se pueden dar con cualquier ITC.

Dasatinib es en general un farmaco bien tolerado en los pacientes con LMC de nuevo
diagnéstico. Estudios clinicos como el DASISION donde se evallan y comparan seguridad y eficacia de
imatinib y dasatinib demuestran que la mayoria de los EA no hematolégicos de cualquier grado, incluidos
la retencion hidrica, nausea, vémitos, mialgia y erupcién cutanea, fueron menos frecuentes con dasatinib
que imatinib. La frecuencia de diarrea y fatiga fueron similares en ambos grupos, mientras que el derrame
pleural, la cefalea y las citopenias fueron mas frecuentes en los pacientes tratados con dasatinib%.116, La
mayoria de estos EA son reversibles una vez se suspende el tratamiento.

Los resultados presentados en esta tesis pueden contribuir al conocimiento de la patogénesis de algunos
de los EA més caracteristicos o especificos de dasatinib. Por ello, nos detendremos en dichos EA y no en
otros. En concreto, la incidencia de derrame pleural en los pacientes tratados con dasatinib se ha
relacionado directamente con la edad y la dosis del famaco, es mas frecuente en fases avanzadas de la
enfermedad (FA y CB), y la hipertension pulmonar y el fallo cardiaco preexistentes también son factores
de riesgo para su desarrollo. Otras variables asociadas a mayor riesgo de derrame pleural son episodios
previos de alteraciones autoinmunes y erupcidén cutdnea durante la terapia con imatinib"7.118, Los
mecanismos por los cuales se produce el derrame pleural no estan bien caracterizados y su patogenia
parece ser multifactorial; podria estar relacionado con la inhibicién de cinasas por dasatinib como
PDGFR-beta, que se expresa en los pericitos y es importante en la regulacién de la angiogénesis. Otro

factor patogénico importante seria la inhibicion de las SRC cinasas Yes y Src, que participan en la
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regulacion de la permeabilidad vascular mediada por VEGF y de la estabilidad del epitelio pleural a través
de la regulacion de la adhesion celular'®119, Otros autores sostienen que el derrame pleural tiene base
inmunitaria por la asociacién observada entre la linfocitosis inducida por dasatinib en SP y la acumulacién
de linfocitos en el liquido pleura’l.

Ademés, el tratamiento con dasatinib se ha asociado a eventos de sangrado, fundamentalmente
a nivel del tracto gastrointestinal's. Los mecanismos subyacentes no han sido completamente
caracterizados, pero al igual que sucede con el derrame pleural se supone que la accion de dasatinib
sobre cinasas off-target en las células que componen la barrera vascular o que regulan la
megacariocitopoyesis y la agregacion plaquetaria®12!, favorecen los fenémenos hemorragicos. Asi, el
incremento del riesgo de sangrado puede deberse a una disminucién de la agregacidén plaquetaria
inducida por dasatinib, como se ha demostrado en un 80% aproximadamente de los pacientes'?. Por su
parte, Mazharian et al. han demostrado en un modelo in vivo que la trombocitopenia observada con
dasatinib es debida a una inhibicién de la formacién plaquetaria’?. Este grupo demostré ademas que el
efecto de dasatinib sobre la familia de las SRC cinasas afectaba de una manera importante a la biologia
de los megacariocitos tanto in vivo como in vitro'?,

Por su parte, en el momento de iniciar esta tesis, no habia ninguna evidencia experimental del

efecto de dasatinib sobre la integridad y la permeabilidad del endotelio vascular.

4.5. Efectos inmunomoduladores de los ITC

Distintos estudios preclinicos y clinicos han demostrado que los ITC, a través de sus efectos off
target, pueden afectar al nimero y las funciones de las diferentes células del Sl, si bien los efectos
inmunomoduladores descritos in vitro en la caracterizacién de los ITC parecian contradictorios con los
efectos posteriormente observados en los pacientes.

En cuanto a la inmunidad humoral, algunos pacientes con LMC tratados con imatinib desarrollan
hipogammablobulinemia que generalmente no tiene repercusion clinica'®. En el caso de dasatinib,
algunos sujetos experimentan una disminucion de las inmunoglobulinas similar a la descrita para imatinib,
y algunos estudios in vitro y en modelos animales sugieren que este ITC inhibe la proliferacién y la
funcion de los ILT (incluyendo los LT reguladores) y de las células NK; pero sin duda, su efecto
inmunomodulador mas caracteristico en los pacientes es el desarrollo de una linfocitosis absoluta en SP,
a expensas de un aumento del nimero de linfocitos grandes granulares (LGL) que incluyen células NK,
NKT y LT citotoxicos CD8+ 12618, En un estudio que incluia los principales ensayos clinicos con
dasatinib, Schiffer et al. concluyen que este fenémeno, experimentado fundamentalmente en el
tratamiento con dasatinib y no con imatinib, se produce en alrededor del 32% de los pacientes, persiste
como minimo 1 afio en el 50% de los pacientes y se da en igual proporcion en las diferentes fases
clinicas; la linfocitosis aparece relativamente rapido, en la mayoria de los casos entre los 3 y los 5 meses
tras iniciar el tratamiento con dasatinib, si bien no se especifica en qué momento tras la toma de

dasatinib' se realiz6 el recuento de los linfocitos en los diferentes estudios. Este dato es muy relevante
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ya que dasatinib produce un aumento transitorio de linfocitos en la mayoria de los pacientes, cuya
magnitud se correlaciona con los niveles de dasatinib en el plasma de los pacientes y que alcanza su
maximo pico entre 1y 2 horas después de la toma del farmaco, para decaer rapidamente después de 3-4
horas. En este caso, el aumento de linfocitos es sobre todo a expensas del incremento de la proporcién
de células NK y LB, aunque aumenta el valor absoluto de todas las subpoblaciones linfocitarias de SP130,

La presencia de linfocitosis (>3.6*109L) y el predominio de LGL en SP se han asociado a
mayores tasas de RCC y RMM asi como a una respuesta prolongada en pacientes tratados con
dasatinib. Ademas, los pacientes con LMC en FC que son resistentes o intolerantes a imatinib (pero no
los pacientes tratados con dasatinib en primera linea) que desarrollan linfocitosis tienen una mayor SLP y
SG'2. Como posible explicacion a este hallazgo, Mutsjoki et al. proponian que la linfocitosis observada en
los pacientes durante el tratamiento con dasatinib podria asociarse a un estado reversible de reactividad
autoinmune con efecto anti-leucemia inducido por dasatinib'’. Ademas, el mismo grupo publicé que el
tratamiento con dasatinib se asocia con un aumento de LT CD4+ Th1 y T CD8+ productores de IFN-
gamma asi como a un aumento de la citotoxicidad de las células NK31, que podrian explicar el control de
la enfermedad.

Las causas de la linfocitosis no han sido claramente dilucidadas y el tnico experimento funcional

que ha intentado explicarla asocia la linfocitosis a una mayor transmigracion endotelial leucocitaria de los
linfocitos de los pacientes'®, que no se pudo confirmar en experimentos in vitro en los que se trataba
linfocitos con dasatinib. En los pacientes, la linfocitosis no se relaciona con la edad ni con el sexo; se ha
asociado a la reactivacion de LT especificos de CMV aunque hay estudios contradictorios al respecto.
El estudio de los efectos inmunomodulares de los ITC, y en nuestro caso en concreto de dasatinib, es de
especial relevancia en la LMC ya que es uno de los canceres hematoldgicos en el que el potencial
curativo del Sl es mas evidente. Asi, la remisién completa que sigue al trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos en esta enfermedad se atribuye al efecto injerto contra leucemia mediado
por los LT y NK procedentes del donante que reconocen ag menores de histocompatibilidad y ag
especificos de las células de la LMC™2, Ademas, en los casos de recaida postrasplante, el éxito del
tratamiento de los pacientes con una infusion de linfocitos del donante'33 demostré el importante papel del
Sl en el control de esta enfermedad comparado con otras hemopatias malignas.

En el momento de iniciar esta tesis los datos sobre los efectos inmunomoduladores de los ITC
eran contradictorios'®, pero ya se sospechaba que estos farmacos, ademas del control directo de la
célula tumoral a través del bloqueo de su diana terapéutica, muy posiblemente estuviesen contribuyendo
a la recuperacion numérica y funcional del Sl y con ello al control de la enfermedad.

La profundizacién de estos aspectos, asi como de la patogénesis de algunos de los EA mas

graves del tratamiento con dasatinib, fueron las principales motivaciones de la presente tesis.
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Objetivos
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Dasatinib es un inhibidor de tirosina cinasa de segunda generacion que se emplea como farmaco
de primera linea en el tratamiento de la LMC y que induce respuestas moleculares mas
profundas que los de primera generacion. Esta mayor eficacia se ha atribuido a efectos
terapéuticos poco caracterizados de dasatinib sobre un sistema inmunitario con competencias
reducidas por la accién crénica de la neoplasia. Se trata, sin embargo, de un farmaco que
produce efectos adversos graves como el derrame pleural y la hemorragia intestinal, que
conllevan la interrupcion del tratamiento y cuya patogénesis se desconoce.

Proponemos por tanto la hipdtesis de que el conocimiento de los efectos de la LMC y del tratamiento
cronico con dasatinib sobre el sistema inmunitario, asi como la investigacion de la patogénesis de sus
principales efectos adversos pueden mejorar notablemente el manejo terapéutico de los pacientes de
LMC.

Para confirmar esta hipotesis proponemos los siguientes objetivos:

1. Estudiar los efectos de la LMC y del tratamiento crénico con dasatinib sobre el fenotipo de los
linfocitos de sangre periférica de los pacientes.

2. Caracterizar la linfocitosis “aguda” y “crénica” inducida por dasatinib a través del estudio del fenotipo

y la capacidad migratoria de los linfocitos de los pacientes de LMC.

3. Investigar la posible asociacidn de la respuesta clinica al tratamiento con dasatinib con alguno de los

parametros inmunoldgicos estudiados.

4. Evaluar el efecto de dasatinib sobre la funcion de barrera del endotelio vascular y explorar el

mecanismo molecular implicado en el aumento de permeabilidad vascular producido por el farmaco.
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1. Pacientes

En este estudio se han incluido sesenta y un pacientes diagnosticados de LMC Ph+. De ellos,
veintidds se estudiaron en el momento del diagnédstico y antes de iniciar tratamiento, ventiuno estaban en
tratamiento crénico (al menos seis meses) con dasatinib y dieciocho pertenecian al Estudio Dasapost
“Ensayo clinico Fase Il multicéntrico, abierto, no aleatorizado de dasatinib en pacientes con Leucemia
Mieloide Cronica en Fase Crénica (LMC-FC) con criterios de respuesta subdptima tardia tras tratamiento
con imatinib; N°® EudraCT: 2012-004259-36". El ensayo estd registrado como NCT01802450. Los
principales criterios de inclusién de este Ultimo fueron la edad minima de 18 afios, padecer una LMC Ph+
en primera FC, haber estado en tratamiento con 400-600 mg/dia de imatinib durante al menos 18 meses
y que cumplieran criterios de respuesta subdptima tardia (RCyC sin RMM) o que hayan perdido la RMM
tras al menos 18 meses de tratamiento con imatinib. La media desde el diagndstico hasta el cambio a
dasatinib fue de 2,6 afios (1,6-23). Las medias desde el inicio de tratamiento con imatinib hasta CCyR y la
media de exposicidon a Imatinib fue de 1,4 afios (0,2-12) y 2,4 afos(1,6-14), respectivamente. Las
principales caracteristicas clinicas se especifican en la tabla 3.

Las muestras procedentes de otros centros se recibieron en el Servicio de Inmunologia del Hospital
Universitario La Princesa dentro de las 24h después de su extraccion.

En el caso del ensayo clinico las muestras se obtuvieron tras un periodo minimo de lavado de 7 dias
tras la ultima toma de imatinib, en coincidencia con la primera toma de dasatinib (tiempo 0), y alos 3y 6
meses de iniciar esta segunda linea de tratamiento, y en todos los casos se extrajeron muestras antes de

la toma de dasatinib (muestras “pre”) y una hora después (muestras “post’).

Tabla 3. Principales caracteristicas clinicas de los 18 pacientes del ensayo clinico Dasapost.

Caracteristicas
Edad (media) 59 (34-77)
Sexo (M/F) 13/85 (72%/28%)
Riesgo (Sokal) (B/I/A 22.5%150%/22.5%
Media de la duracién del tratamiento

_ o 2,4 (1,4-14,2)
previo con imatinib (afios)
Tiempo en Respuesta Citogenética

1,4 (0,2-12)

completa (afios)
Comorbilidades:
Accidentes Cardiovasculares previos 5 (22%)
Cancer previo 4 (22%)

Los pacientes en tratamiento crénico con dasatinib eran veintiuno. El unico criterio de inclusion

era estar en tratamiento con dasatinib desde hacia al menos seis meses y la media de duracién del
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tratamiento fue de 17 de meses. De estos veintiin pacientes en tratamiento con dasatinib, diez eran
pacientes que recibieron el farmaco en primera linea y once lo recibieron en segunda linea. Las muestras
se obtuvieron en cualquier momento del tratamiento, en coincidencia con uno de sus analisis rutinarios en
el hospital, y también se extrajeron muestras pre y post. La edad media de este grupo de pacientes fue
cuarenta y nueve afos (26-76). Este estudio fue aprobado por el Cémite ético de investigacién clinica del
Hospital Universitario de La Princesa en su reunién del 27 de octubre de 2011 (nimero de registro
NCT01802450). Todos los pacientes fueron debidamente informados y firmaron el consentimiento
informado correspondiente. Como grupo control se analizaron 16 sujetos sanos.

Las muestras de SP se recogieron en 2 tubos de 5 mL con anticoagulante EDTA. De estas muestras de
SP, se obtuvo plasma por decantacién que se congeld para algunas determinaciones que requeria el
ensayo clinico Dasapost. A todas las muestras se les realizé un hemograma asi como una extension y
tincion Giemsa. Para algunos experimentos, se utilizo la fraccion celular mononuclear de SP (PBMC)
aislada mediante gradiente de densidad en ficol. Las PBMC posteriormente se lavaron y se mantuvieron
con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 50ug/ml penicilina/estreptomicina/glutamina 2mM y

con 10% de suero bovino fetal hasta el momento de la realizacion del experimento en cuestion.

2. Hemograma

En las muestras de 5 mL de SP con EDTA enviadas al laboratorio de Hematologia y durante las 24 horas
siguientes a la extraccion, se realizé el hemograma con el contador automatico Sysmex XT 1800i (Roche,
Basilea, Suiza). El estudio incluia el analisis de la serie eritroide (hemoglobina (gr/dL), nimero de
hematies (millones/mm3) y volumen corpuscular medio (fl), el anlisis de la serie leucocitaria (miles/mma3,

con su correspondiente férmula leucocitaria) y el analisis de la serie plaquetar (miles/mma3).

3. Citometria de flujo

La caracterizacion inmunofenotipica de las subpoblaciones linfocitarias de los pacientes se llevo a
cabo mediante CMF multiparamétrica de ocho colores. Antes de realizar la caracterizacion definitiva en
las muestras de los pacientes, los anticuerpos monoclonales (AcMo) se titularon y se verificé la idoneidad
de los paneles para discriminar las distintas subpoblaciones positivas y negativas en las diferentes

subpoblaciones linfocitarias hasta su configuracion definitiva, tal y como se describe en la Tabla 4):
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Tabla 4. Panel de AcMo que se usaron en citometria de flujo.

Tubos inmunofenotipo SP

TUBO | FITC PE PERCP | PECY7 APC APC-H7 PB PO

1 TCRyd CD56 CD3 CD4 CD8 CD16 CD45
2 CD45RA CCR7 CD3 CD45RO | CD62L CD8 CD56 CD45
3 HLA-DR CD11c CD3 CD38 CD11B CD8 CD56 CD45
4 CD57 CXCR3 CD3 CD25 CD7 CD8 CD56 CD45
5 PD1 CD27 CD3 CXCR4 CD28 CD8 CD56 CD45
6 NKG2C NKp46 CD3 NKG2D NKp30 CD8 CD56 CD45
7 KIR2DL1/S1 | 2DS4 KIR2DL1 | CD3 KIR2DL4 | CD8 CD56 CD45
8 NKG2C 2DL2/L3/S2 | KIR2DL1 | CD3 NKG2A CD8 CD56 CD45
9 DNAM 3DL1 CD3 CD161 CD8 CD56 CD45

Tubo Transwell
TUBO | FITC PE PERCP | PECY7 APC APC-H7 PB PO
1 CD3 CD19 CD8 CD4 CD45 CD56

La calibracién del equipo se realizd empleando distintos tipos de microesferas y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para la compensaciéon del equipo se utilizaron muestras de SP
marcadas con los paneles de AcMo indicados en la tabla, y se ajustaron las sefiales de fluorescencia y
voltajes de cada detector con el fin de asegurar una discriminacion adecuada entre las sefiales positivas y
negativas.

Para la inmunofluorescencia previa al analisis de citometria, se utilizaron 100ul de SP por
muestra que se incubaron con los AcMo correspondientes durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién, los eritrocitos fueron lisados mediante incubacién durante 10 minutos con la solucién lisante
Pharm Lyse. Tras dos lavados con PBS, se adquirieron al menos 100000 eventos CD45+ en un citdmetro
FACSCanto II, previamente calibrado y compensado, usando el software de adquisicion FACSDiva.

Debido a la combinacion de fluorocromos de nuestro panel, los linfocitos T CD4+ fueron
seleccionados como aquellos que presentan el fenotipo CD3+CD8- en los tubos 2-9, tras verificar que su
porcentaje coincide con el porcentaje de LT CD3+CD4+ del tubo 1 (Tabla 4). La estrategia de andlisis
para la identificacion de las subpoblaciones correspondientes a los distintos estadios de diferenciacion de
los LT (Figura 9) asi como de las supboblaciones NK (Figura 10), realizada también con el software

FACSDiva, se muestra a continuacion:
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Figura 9. Estrategia de analisis multiparamétrico por citometria de flujo para la identificacion de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T. En un primer paso se seleccionan los linfocitos en el dot plot que enfrenta el marcador pan
leucocitario CD45 y la complejidad (color rojo); a continuacion, seleccionamos los linfocitos T con los marcadores CD3 y CD8
(color morado y azul, respectivamente). Las diferentes subpoblaciones de linfocitos, tanto T CD4+ como CD8+, se identifican
mediante las moléculas CD45RO, CD45RA y CCR7+.
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Figura 10. Estrategia de andlisis multiparamétrico por citometria de flujo para la identificacion de la expresion de los
diferentes receptores de células NK. En un primer paso se seleccionan los linfocitos en el dot plot que enfrenta el marcador
pan leucocitario CD45 y la complejidad (color rojo); a continuacién, seleccionamos los linfocitos NK con los marcadores CD3 y
CD56 (color verde).

Las subpoblaciones linfocitarias se expresan como porcentaje sobre los linfocitos totales y/o como

porcentaje sobre las subpoblaciones de LT, LB y NK, y/o como valores absolutos.

4. Ensayos de migracion in vitro.

Para el estudio de la quimiotaxis de linfocitos se usaron camaras “Transwell” con didametro de 6.5mm,
un grosor de 10um y un tamafio de poro de 5um de diametro (Costar, Cambridge, MA, USA), que se
dispusieron sobre placas de 24 pocillos. Los PBMC de los pacientes se incubaron durante 30min con
medio incompleto suplementado con 0,5% BSA (albimina de suero bovino). En cada camara superior se
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dispuso un total de 5x10° PBMC suspendidas en 100ul de medio RPMI-1640 +0,1% FBS. Las quimiocinas
humanas recombinantes CCL19 y CCL21 se afiadieron conjuntamente en la parte inferior del pocillo, en
600ul del mismo medio a la concentracion optima de 1ug/ml (PeproTech, Rocky Hills, NJ, USA). Para el
control de migracién basal se afadieron 600ul de medio incompleto sin quimiocinas. La migracién tuvo
lugar durante 3 horas a 37°C en una atmésfera con 5% de CO2. Las células que migraron fueron
recogidas en la camara inferior y se marcaron con los anticuerpos monoclonales que se especifican en la
tabla 4. Tras el marcaje, las células se contaron por citometria de flujo durante 250 segundos.

Los resultados se expresaron como el porcentaje de células que migran en respuesta a CCL19 y
CCL21 con respecto a las células afiadidas en la suspensidn inicial o mediante el indice de migracion,
definido como el nimero de células que migran en respuesta a CCL19 y CCL21 con respecto a las

células que han migrado en el control basal.

5. Cultivo de células endoteliales

Las células endoteliales de la vena umbilical humana o HUVEC fueron aisladas de donantes
altruistas de corddn umbilical, seguin un protocolo puesto a punto en nuestro laboratorio. Brevemente, se
introduce una canula en la vena del cordon umbilical, se lava con suero salino fisioldgico y se incuba con
colagenasa 0,03% a 37° durante 30 minutos minutos, tras pinzar los dos extremos de la vena.
Transcurrido ese tiempo se acopla una jeringa con suero fisioldgico a la canula, se arrastra el contenido
celular de la vena, se lava dos veces con suero salino y la suspension celular se cultiva con medio de
cultivo 199 suplementado con 20%FBS, 0.4%heparina-extracto de cerebro (ECGS/H PromoCell Cat N°:
C-30120), en placas p60 tapizadas con previamente con gelatina 0.02%. Las HUVEC se utilizan hasta un

cuarto pase.

6. Estudio de impedancia

La impedancia eléctrica es una medida indirecta de la adhesion celular y por tanto de la integridad de
la monocapa de las células endoteliales. Para estudiarla, se utilizo el equipo iCELLigence real-time cell
analizer (RTCA) que mide la adhesidn celular en tiempo real usando unas placas especiales llamadas E-
plates proporcionadas por el equipo (ACEA Biosciences Inc.). Estas placas estan tapizadas con
microelectrodos de oro que presentan alta densidad y permiten medir la impedancia eléctrica. (ACEA
Biosciences Inc.). El biosencor iCELLigence mide adhesion celular que es convertida en un indice celular,
con unidades arbitrarias, por el software version 1.1.1501.

Se cultivaron 104 células HUVEC por pocillo en E-plates de 8 pocillos hasta confluencia. Una vez que
alcanzaron confluencia se midio6 la impedancia en las placas cada minuto durante 24h. Al dia siguiente de
alcanzar confluencia, se afiadieron los siguientes ITC a las siguientes concentraciones y por duplicado:
dasatinib 5 nmol/L, 10 nmol/L, 25nmol/L, 50nmol/L, 100nmol/L; imatinib 2 umol/L y 10 umol/L; nilotinib 1
umol/L y 5 pmol/L; bosutinib 100nmol/L y 500nmol/L; ponatinib 20nmol/L y 100nmol/L. Las placas se
colocaron en el RTCA y se realizaron las medidas de impedancia cada minuto durante 24h. La sefial

basal o background se considera la sefial de un pocillo con 400ul de medio de cultivo. Los resultados se
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normalizaron en funcién de la Gltima medicion antes de afiadir el tratamiento, segun indicaciones del

manual del software del iCelligence.

7. ITC

Los ITC, dasatinib, imatinib, bosutinib, nilotinib, ponatinib, utilizados para los experimentos in vitro se
obtuvieron de LC laboratories (Woburn, MA, USA) o Selleckchem (Houston, TX, USA), a las
concentraciones que se alcanzan en el plasma de los pacientes. Los tiempos de tratamiento in vitro se

ajustaron a los tiempos en los que dasatinib alcanza su pico maximo de concentracidn plasmatica.

8. Microscopia de fluorescencia. Analisis de las uniones endoteliales célula-célula y célula-

matriz.

Las HUVEC se cultivaron sobre cubreobjetos de 12mm recubiertos con gelatina 0,2% hasta alcanzar
confluencia. Las células fueron tratadas con dasatinib (5, 10, 25, 50 y 100 nmol/L) o imatinib 10 umol/L o
vehiculo (DMSO) durante 2 horas. En los experimentos que incluian lavado, tras las 2 horas de
tratamiento con dasatinib, las células fueron lavadas dos veces con HBSS, se afiadio nuevo medio de
cultivo sin inhibidores y se incubaron durante 1-2 horas mas para estudiar la reversibilidad del efecto de
los ITC. Una vez finalizados los tratamientos, las células se fijaron con paraformaldehido diluido en PBS
al 4% atemperado previamente, durante 10min. Para estudiar las uniones célula-célula, las células fueron
tefiidas con un anticuerpo contra VE-cadherina diluido en TBS+BSA 1%. Para analizar la F-actina y la
vinculina, las células fueron permeabilizadas durante 10 minutos con una solucion de permeabilizacion a
base de 0,2% Triton X-100 en TBS. Para la tincién de la F-actina las células fueron posteriormente
incubadas con Faloidina-Alexa 647; para la de vinculina con una dilucion 1:500 del mAb hVin-1 seguida
de otra incubacién con un anticuerpo secundario conjugado Alexa 568 (Invitrogen). Para adquirir las
imagenes de las células se utilizé un microscopio Confocal (SP5, Leica) utilizando un objetivo Plan
Apochromat 63x (NA 1.40) por iluminacién con luz de la longitud de onda apropiada de laseres Argon de
488 nm (los fluorocromos utilizados con este laser son GFP y Alexa Fluor 488), diodo-61 nm (los
fuorocromos utilizados con este laser son mCherry, Alexa Fluor 568 y RhodaminaX) o un laser He/Ne de
633 nm (el fluorocromo usado con este laser es Alexa Fluor 647) usando un filtro espectral e hibrido
(HyD; Leica) (Tabla 5). Las imagenes fueron recogidas con el software TCS (Leica) y posteriormente

analizadas con el software de analisis ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/).
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Tabla 5. Anticuerpos y reactivos usados por inmunofluorescencia (IF) y Western blot (WB).

Nombre Casa comercial Referencia Especificidad Marcaje Uso
CD144
Biolegend 348501 Humano VE-cadherina IF
(VE-Cadherina)
Faloidina Invitrogen A22287 - Faloidina IF
Fosfomiosina
Cell Signaling pMLC
cadena ligera 2 3674S Humano, ratén WB
Technology (Tre18/Ser19)
(pPMLC 2)
Cell Signaling Humano, raton, pMLC
pMLC 2 3671S WB
Technology rata,D.melanogaster | (Ser19)
Fosfofosfatasa
especifica de Cell Signaling Humano, ratén, MYPT1
5163T WB
miosina Technology rata, mono (Tre696)
(PMYPT1)
Cell Signaling Humano, raton, MYPT1
pMYPT1 4563T WB
Technology rata, mono, perro (Tre853)
Cell Signaling Humano, ratén,
MYPT1 total 2634T MYPT1 total WB
Technology rata, mono
Miosina IIB Biolegend 909901 Humano, ratén, rata | Miosina IIB WB
Humano, ratén,
a-Tubulina . . ;
Sigma T9026 rata, pollo, anfibio, o-Tubulina WB
(DM1A)
hongos
Inhibidor de
Y-27632 Calbiochem 688000 WB
ROCK

9. Microscopia in vivo

Las HUVECs se cultivaron sobre cubreobjetos recubiertos con gelatina 0,2% durante 24h, hasta
alcanzar confluencia. Para la adquisicion de las imagenes DIC (del inglés, Differential interference
contrast) in vivo, se utilizd un microscopio invertido automatizado (IX83, Olympus) equipado con una
incubadora para generar una atmésfera a 37° y 5% de CO2. Se afiadié dasatinib 100nmol/L e imatinib
10um/L in situ. Las iméagenes de reflexion se obtuvieron con un objetivo de inmersién 20x NA 0,75 y
fueron capturadas utilizando una cadmara CCD de multiplicacién de electrones (ImagEM X2, Hamamatsu
Photonics) y el software Xcellence (Olympus). Se capturaron imagenes cada minuto durante 1 hora.
Después de 1h, las células fueron lavadas 3 veces, se afiadi6 medio fresco sin inhibidores y se
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capturaron imagenes durante 1h mas. En todos los casos, las células se mantuvieron a 37°C y 5% de

CO2. Las imagenes se analizaron con el programa ImageJ.

10. Ensayos de cierre de brecha o wound healing

Se cultivaron las HUVEC en microplacas de 4 pocillos glass bottom (ref: 80427, IBIDI) previamente
previamente recubiertas con fibronectina (3 ug/mL) hasta alcanzar confluencia. Se realizé una brecha
vertical arrastrando una punta de pipeta estéril de 10 ul por la monocapa con angulo de inclinacion de 30
grados, sin dafar la fibronectina. Se lavd dos veces la placa con medio para eliminar los restos celulares
desprendidos de la brecha. Se agregd a cada pocillo medio de cultivo con dasatinib (100 nmol/L), nilotinib
(5 pmol/L), imatinib (10 pumol/L), bosutinib (500nmol/L), y sin ITC durante 12 horas. Se tomaron fotos cada
15 minutos usando el microscopio Olympus IX83 con las condiciones descritas en el apartado anterior.
Las imagenes fueron procesadas y analizadas usando el software ImageJ 1.47t del NIH (Instituto

Nacional de Salud, del inglés, National Institutes of Health).

11. Cuantificacion de la fosforilacion de la cadena ligera reguladora de la miosina (RLC) por
densitometria.

La fosforilacién en el residuo de Ser19 de la cadena ligera reguladora de la miosina se cuantificd
mediante analisis densitométrico en imagenes de microscopia confocal.
Brevemente, se tomaron imagenes con las mismas condiciones de iluminacién y exposicidén y se
proyectaron en Z usando ImageJ, calculandose posteriormente la intensidad integrada de las imagenes
(1024x1024). Después, se calculd la superficie total cubierta por las células utilizando una mascara
umbral para delimitar los contornos celulares. Las medias obtenidas fueron: >95% para DMSO,
dasatinib+Y-27632 y bosutinib; 85% para Y-27632; y 60-75% para dasatinib. La intensidad integrada se
normaliz6 con respecto al porcentaje de cobertura de cada condicién y los valores se refirieron al 100%
normalizado asignado a la condicion tratada con DMSO. Los datos corresponden a >10 campos (40x) de
dos experimentos independientes, para un total de mas de 200 célula por condicion. El valor de p
(diferencia estadistica) de los datos se determind de acuerdo al test Mann-Whitney tras demostrar que

todas las condiciones bioldgicas no cumplian las condiciones de normalidad del test Shapiro-Wilk.

12. Western blot

Para llevar a cabo los experimentos de wetern blot las células HUVECs fueron cultivadas en placas
de 24 pocillos hasta confluencia y tratadas durante 1h en las siguientes condiciones: DMSO, dasatinib
100nmol/L, dasatinib 100nmol/L+lavado, Y27632 20 pmol/L, Y27632 20 pmol/L lavado, Y27632 20
umol/L+Dasatinib 100 nmol/L, Y27632 20 pmol/L+Dasatinib 100 nmol/L lavado, Imatinib 10 pmoliL,

Nilotinib 5 mmol/L, Bosutinib 1 mmol/L. En las condiciones que incluian lavado, las células fueron tratadas
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durante 1h con los compuestos indicados arriba y a continuacién se retiré el medio de cultivo, se lavaron
con HBSS a 37°C, se afiadié medio de cultivo fresco y se incubaron durante una hora adicional.

Las células se lisaron en buffer RIPA (20 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA,
1% Deoxicolato sédico, 1% Triton X-100, 0.1% SDS) complementado con inhibidores de proteasas (N°
Cat. P8340) y fosfatasas (N° Cat. P2745 y P5726) de Sigma-Aldrich. Las muestras se disolvieron en el
buffer RIPA y se pasaron diez veces a través de una aguja de diametro 25G. Se centrifugaron los lisados
a 14,000 rpm (4 °C, 10 min) para eliminar restos insolubles en el detergente, incluyendo los nucleos. Los
sobrenadantes se mezclaron con buffer Laemmli y se calentaron a 95° grados durante 5 minutos en un
bafio seco. Los lisados se resolvieron en geles SDS-PAGE, con una concentracion del 7% de acrilamida-
bisacrilamida de Applichem y trasferidas a membranas de nitrocelulosa de BioRad. Las membranas se
bloquearon durante una hora a temperatura ambiente con BSA de la empresa NZYtech al 4% en TBS y
0.1% Tween-20 (TBS-T). A continuacién se incubaron durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos
primarios anti pThr18/pSer19 MLC, pSer19 MLC, pThr696 MYPT1, pThr853 MYPT1, MYPT1 total,
MHCIIB y tubulina (tabla 5). Tras dos lavados de 15min con TBS-T, se usaron anticuerpos secundarios
conjugados a HRP de Pierce-Thermofisher Scientific (anti-conejo N° Cat.31460, anti-ratén, N° Cat.
31430, USA) para deteccion por quimioluminiscencia. Para eliminar el exceso de anticuerpo, las
membranas se lavaron cuatro veces con TBS-T y se revelaron con el reactivo de quimioluminiscencia
Luminata Forte de Merck-Millipore (N° Cat. WBLUF0100), en un sistema de foto-documentacion LAS-
4000 de Fuji-film.

13. Ensayos in vivo de permeabilidad endotelial.

Para los experimentos in vivo de permeabilidad endotelial se usaron ratones hembra C57BL/6J
(The Jackson Laboratory and Envigo). Los animales fueron tratados durante tres dias con dasatinib
(50mg/kg), imatinib (100mg/kg), bosutinib (50 mg/kg) & vehiculo (&cido citrico pH 3.0) por via
intraperitoneal una vez al dia. Al tercer dia, 30 minutos después de la administracion de la droga, se
inyect6 Evans Blue (5 mg/mL en PBS, Sigma-Aldrich) por via intravenosa en la vena de la cola. Los
ratones fueron sacrificados a los 30 minutos y en la necropsia se recogieron y pesaron bazo, pulmones,
cerebro e intestino delgado. Estos 6rganos fueron incubados durante 24h con 0.5mL de formamida
(Sigma-Aldrich) a 55°C. La intensidad de Evans Blue en los 6rganos se midié mediante absorbancia a
una longitud de onda de 610nm.
Los experimentos en animales fueron aprobados por el Animal Experiment Board of the State Provincial
Office of Southern Finland. Todos los estudios se realizaron segun lo estipulado en la Declaracién de

Helsinki y sus posteriores enmiendas

14. Analisis estadisticos
Se ha realizado un andlisis descriptivo tomando medidas de tendencia central: media y/o mediana

para aquellas variables cuantitativas y de dispersion: desviacién tipica ylo rango
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intercuartilico/percentiles. Frecuencias y proporciones se muestran para variables cualitativas. Se ha
analizado el supuesto de homocedasticidad, para ello se ha utilizado el test de Levene. Para la
comparacién de medias entre dos grupos independientes se utilizé el test de Student. Cuando se
compararon 3 0 mas grupos se realizaron andlisis de la varianza de una via (ANOVA) y
consecutivamente un test a posteriori. En el caso de heterocedasticidad, se realizaron técnicas no
paramétricas (U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis test). La comparacion de las muestras Pre- con las
muestra post-, en los diferentes tiempo de estudio, se realizé mediante el test de Student pareado. Para
el analisis de tendencias se realizd un test de tendencia lineal o no lineal segun fuera necesario (p-trend).
Se consideraran valores estadisticamente significativos p<0.05.Los resultados estadisticos fueron
analizados mediante el programa estadistico PRISM 5.0 de GraphPad (La Jolla, CA, USA) o Stata v.13
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1. Estudio de los efectos de la enfermedad y del tratamiento crénico con Dasatinib sobre el
fenotipo de los linfocitos.

En el momento de comenzar esta tesis habia pocos estudios sobre los efectos de la LMC en el
numero y fenotipo de las distintas subpoblaciones linfocitarias; tampoco se sabia si los ITC, en nuestro
caso dasatinib, eran capaces de normalizar las posibles alteraciones fenotipicas inducidas por la
enfermedad y/o si tenian algin efecto per se sobre los linfocitos de SP. Por ello, realizamos un estudio
inmunofenotipico especifica en materiales y métodos en un grupo de donantes sanos (n=16), un grupo de
pacientes recién diagnosticados que no han recibido todavia tratamiento (n=22), un grupo heterogéneo de
pacientes en tratamiento crénico con dasatinib (n=21) y un grupo de pacientes del ensayo Dasapost que
llevaba 6 meses de tratamiento con dasatinib en segunda linea (n=18). Los principales hallazgos se
muestran en la figura xx y se resumen a continuacion:

Los pacientes al diagnostico presentan un importante descenso en la expresion de la selectina L o
CDG62L, tanto en las poblaciones de linfocitos T CD4+, T CD8+ como en las células NK (Figura 11 A, B,
C). El tratamiento cronico con dasatinib logra la recuperacion de expresién de la selectina hasta casi
alcanzar valores normales en los linfocitos NK, mientras que no es el caso para los linfocitos T CD4+y T
CD8+.

En el caso de la expresién del marcador de activacion HLA-DR, nuestro estudio muestra como el
tratamiento detallado de las distintas subpoblaciones de linfocitos T, B y NK, tal y como se cronico con
dasatinib produce un aumento de expresién en los linfocitos T CD8+, T CD4 y NK que no se observa en

el grupo de Dasapost (Figura 11 F, G, H).
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Figura 11. Porcentaje de las subpoblaciones linfocitarias que sufren modificaciones ya sea por la enfermedad o por el
tratamiento con dasatinib en los distintos grupos de estudio. Cada punto de la grafica representa un paciente o sujeto sano
y la linea indica la media del porcentaje la subpoblacion en cuestion en cada grupo. Los porcentajes se expresan sobre el total de
los linfocitos. (Sanos n=; pacientes al diagnéstico n=; dasapost n=; dasa crénico n=). El valor numérico de la p se obtuvo

mediante andlisis de la varianza de una via (ANOVA) y consecutivamente un test a posteriori fdr

Cuando estudiamos la expresion de la molécula CCR7, observamos que los pacientes
presentaban una importante disminucién de la expresién de CCR7 en los linfocitos T CD8+ que el
tratamiento con dasatinib no recupera. La subpoblacion de linfocitos Ty CD8+ definida como
CD45RA+CCRT7+ sobre los T CD8+ asi como sobre el total de linfocitos esta reducida en los pacientes al
diagndstico respecto a los sujetos sanos y dasatinib no recupera sus cifras (Figura 11 D, E).

La expresion de DNAM sobre los linfocitos T CD4+ estaba significativamente disminuida en los
pacientes en el momento del diagndstico y su expresion vuelve a cifras normales en el grupo de
pacientes dasatinib crénico, mientras que en el grupo Dasapost todavia no logra esta recuperacion
(Figura 11 J).
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Por su parte, la expresion de NKG2D en los linfocitos T CD8+ presenta una distribucion
heterogénea en los diferentes grupos de pacientes, aunque nuestros resultados muestran como el grupo
de dasatinib cronico se asemeja al de los sujetos sanos (Figura 11 F, K).

En el caso concreto de los linfocitos NK se observaron varios cambios en el inmunofenotipo de
dichas células. En primer lugar, la subpoblaciéon CD56+CD16+, considerada como de alto potencial
citotoxico, estaba aumentada en los pacientes al diagndstico, hallazgo que ain se mantenia en el grupo
dasapost y que el tratamiento cronico con el farmaco comenzaba a normalizar (Figura 12 A). La expresion

del receptor CD11c en las células NK se ve potenciado por el tratamiento crénico con Dasatinib,.

Los receptores activadores como la molécula tipo lectina CD161 asi como el receptor de
citotoxicidad natural NKp30 estan disminuidos en el momento del diagndstico, mientras que en aquellos
pacientes con tratamiento cronico con dasatinib el patron de expresion se hace heterogéneo (Figura 12 B,
C).

Finalmente el receptor KIR2DL1/S1 estaba aumentado en las células NK de los pacientes recién

diagnosticados y su expresidn se normalizaba tras el tratamiento cronico con dasatinib.
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Figura 12. Porcentaje de la expresion de receptores NK que sufren modificaciones ya sea por la enfermedad o por el
tratamiento con dasatinib en los distintos grupos de estudio. Cada punto de la gréafica representa un paciente o sujeto sano

y la linea indica la media del porcentaje la subpoblacion en cuestion en cada grupo. Los porcentajes se expresan sobre el total de
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los linfocitos. El valor numérico de la p se obtuvo mediante anélisis de la varianza de una via (ANOVA) y consecutivamente un

test a posteriori fdr.

2. Caracterizacion de la linfocitosis inducida por Dasatinib

2.1. Cambios en los valores absolutos y relativos de las principales subpoblaciones linfocitarias

producidos por Dasatinib: pacientes movilizadores y no movilizadores.

Como hemos mencionado en la introduccién, dasatinib produce una linfocitosis inmediatamente
después de la toma del farmaco en la mayoria de los pacientes. Con el fin de caracterizar mejor este
efecto inmunomodulador del farmaco, se realizé un hemograma previo a la administracion de dasatinib y

dos horas después de la misma, en los tres momentos de estudio del ensayo clinico Dasapost (Tabla X).

Tabla 6. Valores absolutos de los linfocitos totales de sangre periférica en las muestras pre y post de los pacientes del
grupo Dasapost y valor del cambio entre la muestra pre y post (indicado como FC, del inglés fold change) en los 3
momentos del estudio: tiempo 0 y 3 y 6 meses tras el inicio del tratamiento. En amarillo: valores absolutos aumentados en la
muestra post; en azul: linfocitosis absoluta con independencia de si la muestra es pre o post) .En las columnas pre y post se

sefiala con negrita cursiva los valores de linfocitosis absoluta y en la columna FC post/pre los valores mayores de 1 (paciente

movilizador).
Valor linfocitos *103/ul a: Valor linfocitos *103/ul a: | Valor linfocitos *103/ul a:
tiempo 0 tiempo 3 meses tiempo 6 meses
Muestras FC FC FC
PRE | posST | POST/ ER posT | POST/ | pre | POST | POST
PRE PRE /PRE

13-004 2,46 | 4,71 1,915 28 (7,34 | 262 4,35 8,01 1,84
13-001 12 138 3,167 083 (114 | 1,37 1,33 1,55 1,17
14-001 2,21 | 4,01 1,814 4,07 | 452 | 1,11 2,75 6,19 2,25
14-002 324 | 4,23 1,306 267 (2% | 1,11 2,83 3,88 1,37
13-002 0,83 | 1,89 2,277 1,06 | 246 | 2,32 1,16 2,39 2,06
07-001 2,22 | 2,19 0,986 1,99 | 47 2,36 2,54 2,98 1,17
10-002 1,54 | 1,99 1,292 2,29 | 4,48 | 1,96
12-001 2,78 [ 2,83 | 1,02 2,04 4,67 2,29
10-001 1,61 | 3,13 1,944
04-001 1,26 | 1,18 0,937 1,05 1246 | 234 1,49 1,22 0,82
14-003 1,78 | 2,82 1,584 1,99 11,91 10,96 1,35 1,74 1,29
01-002 2,08 | 3,8 1,827 2,29 4,75 2,07
12-002 1,77 | 3,16 1,785 1,36 | 3,15 | 2,32 1,49 2,54 1,7

12-003 1,96 | 4,29 2,189 261 (323 | 1,24 2,94 2,73 0,93
11-001 1,11 11,02 0,919 1,81 11,78 10,98 1,94 2,07 1,07
01-001 29 | 432 1,49 284 (599 | 211 3,31 6,69 2,02
15-003 22 | 344 1,564 2011184 092 1,85 1,74 0,94
03-002 1,57 | 4,01 2,554 226 | 7,16 | 3,17 2,49 8,13 3,27
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La linfocitosis, tanto absoluta como relativa, experimentada 2h tras la toma de dasatinib tiene

lugar desde la primera dosis del farmaco (0) y se repite a los 3 y 6 meses después de iniciar el
tratamiento (Figura 13). No existen diferencias significativas entre las cifras basales de linfocitos antes de
cada toma de dasatinib en los tres momentos de estudio durante el tratamiento, lo que indica que no hay
un efecto acumulativo de dasatinib en las cifras de linfocitos, al menos durante los seis primeros meses.
A continuacién, realizamos una caracterizacion por citometria de flujo multiparamétrica de los linfocitos de
sangre periférica de nuestros pacientes del ensayo Dasapost, para comprobar si la linfocitosis se asocia a
cambios en la composicién de las principales subpoblaciones linfocitarias desde la primera toma del
farmaco. Asi, a tiempo cero, en las muestras post, se detecta un aumento significativo del recuento
absoluto de linfocitos B, NK y T, tanto T-CD4+ como T-CD8+. La proporcion de linfocitos T CD3+ y
linfocitos T CD4+ sobre el total de linfocitos disminuye significativamente en las muestras post, mientras
que las proporciones de células T CD8+, NK'y B se incrementan (Figura 13).

Al igual que sucedia con los linfocitos totales, no encontramos diferencias significativas entre los
valores relativos y absolutos de las distintas subpoblaciones linfocitarias en las tres muestras pre, si

exceptuamos el moderado descenso de la proporcion de los linfocitos NK a lo largo del tiempo.

Linfocitos TCD3+

5
A 0.0002 0.0008 0.0010

“10%ul
*10%ul

TCD4+ T CD8+ NK

0.0084 0.0003

*10°%ul

B T CD3+
Linfocitos

0.0150 0.0353 0.0353

T CD4+ TCD8+ NK
60 0.0205
00038 00017 0.0002 0.0046 0.0256 0.0031

Figura 13. Valores absolutos y relativos de los linfocitos totales y de principales subpoblaciones linfocitarias en las

muestras pre- y post-, en los 3 tiempos de estudio de los pacientes del ensayo Dasapost. Los valores relativos de las
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subpoblaciones linfocitarias son sobre los linfocitos totales. En aras de la claridad no se sefiala el p valor cuando las diferencias
no son significativas. (Gris: muestras de pacientes pre-toma; negro: muestras de pacientes post-toma) (t=0: tiempo 0, t=3: tiempo
3 meses, t=6: tiempo 6 meses). La comparacion de las muestras pre- con las muestra post- , en los diferentes tiempo de estudio,

se realizd mediante el test de Student pareado.

Cuando analizamos los pacientes de forma individual, pudimos comprobar que tres de los
diecisiete pacientes no experimentaban linfocitosis a tiempo 0. Segun esto, clasificamos a los pacientes
en “movilizadores” (n=14) y “no-movilizadores” (n=3) (Figura 14 A). Estos Ultimos se caracterizaban por
no presentar diferencias significativas ni en los valores absolutos ni relativos de las distintas
subpoblaciones linfocitarias entre las muestras pre y post, mientras que en los movilizadores se confirman
los hallazgos descritos en la figura 14. En la tabla 6 podemos observar el comportamiento de los
pacientes en los tres tiempos de estudio. Asi, comprobamos como en algunos casos, pacientes no-
movilizadores a tiempo 0, continuaron sin movilizar en los tiempos de estudio posteriores, y por el

contrario, otros pacientes se comportaron de forma mas irregular movilizando a tiempo 3 y/o 6.
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Figura 14. Valores absolutos y relativos de los linfocitos y sus principales poblaciones linfocitarias en pacientes
movilizadores y no movilizadores. (Rosa:muestras pre de los pacientes movilizadores; Rojo: muestras post de pacientes
movilizadores; Azul:muestras pre de los pacientes no movilizadores; Azul oscuro muestras pre de los pacientes no
movilizadores). (ns: diferencias no significativas). La comparacion de las muestras pre- con las muestra post- , en los diferentes

tiempo de estudio, se realizd mediante el test de Student pareado.

Después de estudiar los cambios en la distribucion de las principales subpoblaciones
linfocitarias, quisimos estudiar en profundidad si también se redistribuian las poblaciones linfocitarias
clasificadas en funcién de su historia de exposicién antigénica inmediatamente después de la toma de

dasatinib (Figura xx). Asi, desde la primera toma del farmaco (t=0) observamos que las muestras post
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presentan un mayor porcentaje de linfocitos T CD8+ Tewmra sobre los linfocitos T CD8+ y sobre los
linfocitos totales y lo mismo para los T CD4+ Teura Sobre los linfocitos T CD4+ (Figura 15 B, F, H, K). En
correspondencia con dichos hallazgos, la proporcién de linfocitos Ty CD8+ y Ty CD4+ era menor en las
muestras post expresada tanto sobre los linfocitos T CD8+ y T CD4+, respectivamente, como sobre el
total de linfocitos (Figura A, D, G, J). Lo mismo ocurria con los linfocitos Tew ya que estaban disminuidos
en las muestras post- tanto en el caso de los linfocitos T CD8+sobre linfocitos totales como de los
linfocitos T CD4+, también sobre linfocitos totales.

La misma tendencia de aumento inmediato de linfocitos efectores Tewra en detrimento de linfocitos Ty y
Tewm en ambas poblaciones T CD4+ y T CD8+ se observd a t=3 asi como a t=6. En este caso si parece
haber un efecto acumulativo a lo largo del tiempo en el caso de los linfocitos T CD8+ ya que a tiempo 6

hay més linfocitos Tewmra Y menos Tny Tewm que a tiempo 0 (Figura 15).
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Figura 15. Proporcion de las distintas subpoblaciones T CD4+ y T CD8+ en funcién de su historia de exposicion
antigénica. Se expresa tanto sobre la poblacion “madre” (linfocitos T CD4+ o T CD8+) como sobre los linfocitos totales. En aras
de la claridad no se sefiala el p valor cuando las diferencias no son significativas.

(Gris: muestras de pacientes pre-toma; negro: muestras de pacientes post-toma) (t=0: tiempo 0, t=3: tiempo 3 meses, t=6: tiempo
6 meses). La comparacién de las muestras pre- con las muestra post-, en los diferentes tiempo de estudio, se realizé6 mediante

el test de Student pareado. Para el analisis de tendencias se realizd un test de tendencia (p-trend).
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A continuacién, quisimos diseccionar cuéles eran las moléculas que condicionaban los hallazgos
del parrafo anterior asi como estudiar la expresion de forma individual de otras moléculas asociadas a
estados de activacion o maduracion (Figura 16).

Las moléculas CD62L, CCR7 y CD45RA se asocian a los distintos estadios madurativos de los
linfocitos T y de hecho se usan para identificarlos, como hemos visto en la secciéon de materiales y
métodos. Cuando estudiamos la expresién de la selectina CD62L y del receptor CCR7 de forma
individual, observamos que tras cada toma se produce una disminucion significativa de la expresién de la
misma ya desde el tiempo 0 y en los 3 tiempos del estudio, tanto en los T CD4+ como en los T CD8+
(Figura 16 A, B, G, H). La misma tendencia encontramos cuando estudiamos la expresion de CD45RA
(Figura 16 C, I). Hallazgos similares se obtuvieron cuando se analizaron de forma individual moléculas
que disminuyen a medida que los linfocitos T CD4+ y T CD8+ se van diferenciando como CD27, la
molécula coestimuladora CD28 y la molécula de linaje T CD7 (Figura 16 D, E, F, J, K, L).

De nuevo también cuando analizamos las moléculas por separado se producen cambios acumulativos y
en la muestra pre del tiempo 6 hay una menor proporcion de células positivas para CCR7, CD27, CD28 o

CD7 que en la muestra pre del tiempo 0.
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Figura 16. Porcentaje de expresion sobre los linfocitos T CD4+ y T CD8+ de distintas moléculas asociadas a la

maduracion de los linfocitos T. En aras de la claridad no se sefiala el p valor cuando las diferencias no son significativas. La
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comparacion de las muestras pre- con las muestra post-, en los diferentes tiempo de estudio, se realizé mediante el test de
Student pareado. Para el andlisis de tendencias se realiz6 un test de tendencia (p-trend). (Gris: muestras de pacientes pre-toma;
negro: muestras de pacientes post-toma) (t=0: tiempo 0, t=3: tiempo 3 meses, t=6: tiempo 6 meses).

Dado que la linfocitosis podia deberse a una reconfiguracion de los distintos receptores de
quimiocinas que contribuyen a un determinado patrén de recirculacién linfocitaria, estudiamos la
expresion de CXCR3 y CXCR4. Observamos que la expresion de CXCR3 en los linfocitos T CD4+
aumentaba significativamente en los tres tiempos estudiados (Figura 17 A, C). Curiosamente, en los
linfocitos T CD8+, las muestras post- presentaban menor expresion de este receptor, también en los 3
tiempos. En el caso de la expresion de CXCR4 nuestros resultados reflejan una disminucion de la
expresion en las muestras post- en los linfocitos T CD4+ que se hace significativa a t=3y a t=6 y que

también es observada en este tiempo en los linfocitos T CD8+ (Figura 17 B, D).
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Figura 17. Porcentaje de expresion sobre los linfocitos T CD4+ y T CD8+ de distintas moléculas asociadas a la migracién
de los linfocitos T. En aras de la claridad no se sefiala el p valor cuando las diferencias no son significativas. (Gris: muestras de
pacientes pre-toma; negro: muestras de pacientes post-toma) (t=0: tiempo 0, t=3: tiempo 3 meses, t=6: tiempo 6 meses). La
comparacion de las muestras pre- con las muestra post-, en los diferentes tiempo de estudio, se realizé mediante el test de

Student pareado.

En cuanto a los marcadores de activacién HLA-DR y CD11c, en cada tomay en los 3 tiempos de
estudio (Figura 18 A, B, E, F), se producia un aumento de la expresion de los mismos tanto en los T
CD4+ como en los T CD8+. Lo mismo ocurria en los linfocitos T CD8+ para la expresion de CD38, otra
molécula asociada a la activacion linfocitaria (Figura 18 D).

Curiosamente, en nuestros resultados también encontramos diferencias en la expresion de

moléculas asociadas caracteristicamente a las células NK, pero no restringidas a esta poblacion, como el
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CD161 y DNAM. Comprobamos que la expresion del receptor CD161 aumentaba de manera significativa
en los linfocitos T CD4+ y T CD8+ en los 3 tiempos tras la toma del farmaco (Figura 18 C, G). Por su
parte, la expresién de DNAM es mayor en las muestras post- en los linfocitos T CD4+ a t=3 meses y a t=6

meses (datos no mostrados).
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Figura 18. Porcentaje de expresion sobre los linfocitos T CD4+ y T CD8+ de distintas moléculas asociadas a la activacion
de los linfocitos T. En aras de la claridad no se sefiala el p valor cuando las diferencias no son significativas. (Gris: muestras de
pacientes pre-toma; negro: muestras de pacientes post-toma) (t=0: tiempo 0, t=3: tiempo 3 meses, t=6: tiempo 6 meses). La
comparacion de las muestras pre- con las muestra post-, en los diferentes tiempo de estudio, se realizé mediante el test de

Student pareado.

Para la poblacion de células NK, realizamos la misma comparacion ente las muestras pre y post
a los 3 tiempos de estudio. Al igual que en los linfocitos T, las células NK presentaban una disminucion de
la expresion de CD62L tras cada toma del farmaco y, en consonancia con el efecto acumulativo del
farmaco sobre dicha molécula en los linfocitos T (que la expresan de forma caracteristica), se producia
también una disminucion de CD62L en los linfocitos NK en la muestra pre tras 6 meses de tratamiento
comparado con la muestra pre del tiempo 0 (Figura 19).

En cuanto a los receptores tipo lectina, observamos una tendencia al aumento en la expresion
del receptor de activacion NKG2C en las muestras post- que solo fue significativa a los 3 meses
(p=0,0297) (datos no mostrados). Por el contrario, el receptor inhibidor NKG2A siempre disminuia tras la
toma del farmaco (Figura 19 B). Por otra parte, el estudio de la expresién de los receptores tipo KIR tanto
activadores como inhibidores revelé un aumento significativo de la expresion de los receptores inhibidores
KIR2DL2/L3/S2 y KIR2DL1 tras cada toma (Figura 19 C, D). La misma tendencia se observé para el
receptor inhibidor KIR3DL1 (Figura 19 E). Ni los receptores de activacion natural NKp30 y NKp46 ni otras
moléculas activadoras como CD161 sufrieron modificaciones inmediatas tras la toma del farmaco.

En cuanto a la activacion, la pérdida de CD11b se asocia con una activaciéon temprana de las

células NK y pudo observarse en las muestras post de los 3 tiempos del estudio (Figura 19 F). Por el
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contrario, marcadores de activacion mas tardia como HLA-DR no cambiaron a las dos horas de haber
tomado el farmaco (datos no mostrados).
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Figura 19. Porcentaje de expresion de diversas moléculas asociadas a células NK. En aras de la claridad no se sefiala el p
valor cuando las diferencias no son significativas. (Gris: muestras de pacientes pre-toma; negro: muestras de pacientes post-
toma) (t=0: tiempo 0, t=3: tiempo 3 meses, t=6: tiempo 6 meses). La comparacion de las muestras pre- con las muestra post- , en
los diferentes tiempo de estudio, se realizd mediante el test de Student pareado. Para el analisis de tendencias se realizd un test
de tendencia (p-trend).

3. Evaluacion del efecto del dasatinib en la capacidad de migracion de los linfocitos.

3.1. La toma de Dasatinib inhibe la capacidad migratoria de los linfocitos

Una de las posibles explicaciones a la linfocitosis inducida por dasatinib es que este farmaco

modifique la capacidad migratoria de los linfocitos y, en concreto, la migraciéon hacia érganos linfoides
secundarios con el resultado final de una acumulacién de dichas células en SP. Por ello, en paralelo a los
estudios del fenotipo linfocitario, realizamos experimentos de migracién in vitro hacia los ligandos de
CCRY7, las quimiocinas homeostaticas CCL19 y CCL21, con las PBMC de las muestras pre y post de 17
pacientes del estudio Dasapost en el dia que comenzaban el tratamiento con dasatinib.
Como se observa en la figura 20 A, B, el porcentaje de migracion de los PBMC a CCL19+CCL21 fue
menor en la muestra post, tanto en el caso de los linfocitos T CD4+ como de los T CD8+. Estos
resultados se confirmaron con los indices de migracion para los CD4+ y para los CD8+ (Figura 20 D, E).
Sin embargo, la migracion de las células NK hacia CCL19+CCL21 no se vio afectada (Figura 20 C, F).
Por su parte, la toma de dasatinib no modificé la quimiotaxis de las distintas subpoblaciones linfocitarias
hacia CXCL12.
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Figura 20. Comparacion de la capacidad migratoria in vitro de las PBMC entre las muestras pre y post a tiempo 0 de los
pacientes del ensayo Dasapost. El estimulo quimiotactico empleado fue un céctel con CCL19 y CCL21, las quimiocinas ligando
de CCRY7. Los datos se expresan como porcentaje de migracién y como indice de migracién, cuyos calculos se especifican en
materiales y métodos. (Gris: muestras de pacientes pre-toma; negro: muestras de pacientes post-toma). La comparacion de las

muestras pre- con las muestra post-, se realizé mediante el test de Student pareado.

Ademas, quisimos estudiar si estos cambios ocurrian en cada toma de dasatinib, para lo cual
recogimos muestras de pacientes (tanto del ensayo Dasapost como del grupo de dasatinib crénico) que
llevaban en tratamiento con dasatinib como minimo 3 meses. Los resultados obtenidos fueron similares a
los anteriores de forma que la quimiotaxis hacia CCL19 y CCL21 disminuye significativamente en las

muestra post (Figura 21).
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Figura 21. Comparacion de la capacidad migratoria in vitro de las PBMC entre las muestras pre y post de los pacientes
del ensayo Dasapost y de pacientes del grupo dasatinib crénico que llevasen 3 0 mas meses de tratamiento. El estimulo
quimiotactico empleado fue un céctel con CCL19 y CCL21, las quimiocinas ligando de CCRY. Los datos se expresan como
porcentaje de migracion y como indice de migracion, cuyos calculos se especifican en materiales y métodos. (Gris: muestras de
pacientes pre-toma; negro: muestras de pacientes post-toma). La comparacion de las muestras pre- con las muestra post-, se

realizd mediante el test de Student pareado.
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En vista de estos resultados, quisimos comprobar si la inhibiciéon observada en la figura 22 se
debia a un efecto directo del dasatinib sobre la capacidad de migracion linfocitaria. Para ello, realizamos
los mismos experimentos de migracion in vitro con muestras de sujetos sanos (n=11) cuyas PBMC fueron
tratadas previamente in vitro durante 1h con dasatinib. El farmaco se mantuvo durante todo el tiempo que
duré el experimento y comprobamos que dasatinib inhibe la migracién espontanea de las células
(p=0.0071) pero no la quimiotaxis a CCL19 o CCL21 (Figura 22).
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Figura 22. Efecto in vitro de dasatinib sobre la capacidad migratoria de PBMC de sujetos sanos. Las PBMC de sujetos
sanos fueron pretratadas o no in vitro con dasatinib durante una hora. Posteriormente se dejaron migrar hacia un estimulo
quimiotactico consistente en un coctel con CCL19 y CCL21, las quimiocinas ligando de CCRY7. Los datos se expresan como
porcentaje de migracion cuyo célculo se especifica en materiales y métodos. (Gris: PBMC sin tratar; negro: PBMC tratadas in

vitro con dasatinib). La comparacion de las muestras sin tratar con las tratadas, se realizé mediante el test de Student.

Otra posible causa de la disminucidén de la migracién en respuesta a dasatinib era un efecto
directo del farmaco sobre la expresién de moléculas que median la migracién como CCR7 y CD62L. Para
descartarlo, estudiamos la intensidad media de fluorescencia de dichas moléculas sobre linfocitos no
tratados o incubados in vitro con dasatinib durante 15min y 120min. No encontramos diferencias
significativas en los pardmetros de expresion evaluados en ninguna de las dos moléculas, ni sobre los
linfocitos totales ni en ninguna de sus subpoblaciones de linfocitos T CD4+, T CD8+ o células NK (Figura
23).
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Figura 23. Estudio de la expresion de CCR7 y CD62L sobre linfocitos no tratados o incubados in vitro con dasatinib. Se
representa la expresion como intensidad mediana de fluorescencia relativa (IMFR), Se representa la media de 5
experimentos independientes, medidos a 0, 15 minutos y 120 minutos. (Gris: sin tratar; negro: tratadas in vitro con

dasatinib).
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Parecia por tanto que la disminucién de la capacidad de migracion de los PBMC en las muestras post
estaba asociada a la disminucién en la proporcién de células CCR7+ en dicha muestra. Para intentar asociar
estos hallazgos con la linfocitosis quisimos estudiar como era la capacidad de migracion de los linfocitos T en
los pacientes movilizadores ¢ no movilizadores. Observamos que los pacientes movilizadores presentaban
un menor indice de migracion hacia CCL19+CCL21 tanto en los T CD4+ como en los T CD8+, mientras que
no encontramos diferencias significativas en el indice de migracién hacia CXCL12 en las muestras pre y post.
En el caso de los pacientes no movilizadores, no se encontraron diferencias significativas en la migracion
hacia ninguna de las quimiocimas estudiadas ni en los CD4+ ni en los CD8+ (Figura 24 A, B).

En paralelo, analizamos la expresion de los receptores de quimiocinas en estos dos grupos de pacientes.
De nuevo, se detectaron diferencias significativas en los porcentajes de expresion del receptor de
quimiocinas CCR7 en los linfocitos de los pacientes movilizadores que disminuye en las muestras post, ya
sea en los T CD4+ como en los T CD8+, a diferencia de lo que sucede en los pacientes no movilizadores
(Figura 24C).
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Figura 24. Comparacion de la capacidad migratoria in vitro de las PBMC entre las muestras pre y post de los pacientes
movilizadores y no movilizadores del ensayo Dasapost a tiempo 0. El estimulo quimiotactico empleado fue un coctel con
CCL19 y CCL21, las quimiocinas ligando de CCRY. Los datos se expresan como porcentaje de migracion y como indice de
migracion, cuyos calculos se especifican en materiales y métodos. En C se muestra el porcentaje de expresion de CCRY7 en las
mismas PBMC empleadas en el ensayo de migracion. (Rosa:muestras pre de los pacientes movilizadores; Rojo: muestras post
de pacientes movilizadores; Azul:muestras pre de los pacientes no movilizadores; Azul oscuro muestras pre de los pacientes no
movilizadores). (ns: diferencias no significativas). La comparacion de las muestras pre- con las muestra post- , en los diferentes

tiempo de estudio, se realizd mediante el test de Student pareado.

4. Evaluacion de la respuesta clinica a tratamiento con Dasatinib

Otro de los objetivos de la presente tesis era investigar la posible asociacién de la respuesta clinica
con alguno de los parametros inmunologicos. Para ello se evalud la respuesta de los pacientes a
dasatinib tras 3, 6 y 12 meses de tratamiento en el contexto del estudio Dasapost.
De los 18 pacientes del estudio, 3 pacientes (16%) abandonaron el tratamiento por toxicidad, (ver tabla en
la seccion de pacientes, materiales y métodos. Las tasas de RM en los distintos tiempos del estudio se

especifican en la tabla 7.
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Tabla 7. Respuestas moleculares de los pacientes del ensayo Dasapost evaluadas a 3, 6 y 12 meses.

3 meses 6 meses 12 meses
RMM 8/18 (44%) 12/18 (66%) 12/18 (66%)
RM4.5 2/18 (11%) 3113 (16%) 2/18 (11%)

Tras el correspondiente andlisis estadistico comprobamos que los pacientes que obtuvieron
RMM a los 3 meses presentaban a tiempo cero valores absolutos méas altos de plaquetas, neutréfilos,
linfocitos totales y linfocitos T CD8 que aquellos no obtuvieron RMM (Tabla 8). Resultados similares se
obtuvieron a tiempo 6 meses, donde los pacientes que habian alcanzado RMM presentaban a tiempo
cero valores relativos de linfocitos mas altos asi como mayores valores absolutos de linfocitos T CD8+ y
una tendencia a tener un nimero mas alto de linfocitos T CD4+. Finalmente, cuando estudiamos los
pacientes que alcanzaban RMM a los 12 meses, éstos presentaban porcentaje de linfocitos totales més
alto a tiempo cero. También tenian mas linfocitos T CD8+ totales a 6 meses. Por su parte, para las
células NK, se observd una asociacion significativa entre la magnitud de la movilizacién de esta poblacion
a t=6 meses, tanto en valores absolutos como en porcentaje, y los pacientes que alcanzaban RMM a los

12 meses (Tabla 8). £

Tabla 8. Diferencias en las variables clinicas entre los pacientes que alcanzan o no RMM del ensayo Dasapost evaluadas
a3,6y12 meses

3 meses 6 meses 12 meses
PLQ N L CD8+ L CD8+ | CD4+ L cpg+ | FCNK | Fc NK
(*103ul) | (*10%ul) | (*103ul) | (*103/ul) (%) (*10%ul) | (*103/ul) (%) (*103/ul) (%) (*103/ul)
t0 t0 t0 t0 t0 t0 t0 t0 t6 t6 t6

No
RMM | 182+51,3 2,93+1,17 | 1,63+0,37 | 0.34+0,33 | 22,8+6,57 | 0,29+0,11 | 0,67+0,31 | 23,33+6,42 | 04+0,13 | 0,98+0,10 | 1,30,38

RMM | 249,1430,9 | 4,09+0,97 | 2,23+0,78 | 0.76+0,15 | 30,76+6,39 | 0,62+0,36 | 0,98+0,37 | 3045+6,82 | 0,70+0,35 | 1,14+0,36 | 2,52+1,22

p 0,005 0,039 0,0507 0,0092 0,0288 0,0227 0,09 0,0533 0,0308 0,0091 0,0522

Abreviaturas: PLQ: plaquetas; N: neutréfilos; L: linfocitos; FC: Fold change; RMM: respuesta molecular mayor; t0: tiempo 0; t6:
tiempo 6
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5. Efectos del dasatinib sobre el endotelio vascular

5.1. Las concentraciones terapéuticas de dasatinib no son téxicas para las células endoteliales.

Antes de estudiar si dasatinib producia alguna alteracién funcional sobre el endotelio y estudiar los
mecanismos asociados, quisimos comprobar si el farmaco tenia algun toxico sobre el mismo. Para ello,
tratamos las HUVEC a diferentes concentraciones de dasatinib que incluian aquellas que se alcanzan en
el plasma de los pacientes y la viabilidad de 4 monocapas de células endoteliales de diferente origen fue
evaluada mediante el marcaje con 7AAD (Figura 25 A). Ademas, se cuantificd el nimero de células
despegadas del sobrenadante de los pocillos con dasatinib y se compar6 con el control. No se observé un
aumento en el nimero de células del sobrenadante con respecto al del control (Figura 25 B). Estos
resultados confirmaban la baja toxicidad sobre las células endoteliales de dasatinib a las dosis que

pretendiamos utilizar en los experimentos.
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Figura 25. Estudio de la toxicidad de Dasatinib sobre las células HUVEC A) Viabilidad de las células HUVEC tras el
tratamiento con dasatinib a diferentes concentraciones, medida a trasvés del porcentaje de 7AAD+. B) Ratio de células
despegadas calculado como el nimero de células despegadas del sobrenadante de los pocillos con dasatinib a diferentes

concentraciones comparadas con aquellas que no recibieron tratamiento..

5.2. Dasatinib induce una desestructuracion de la monocapa endotelial de manera dosis-dependiente.

Varios de los EA de dasatinib, como el derrame pleural, la hemorragia gastrointestinal o la propia
linfocitosis se podrian explicar si este farmaco induce alteraciones de la integridad y/o la permeabilidad
vascular. Por tanto, nos propusimos estudiar los efectos in vitro e in vivo de dasatinib sobre una
monocapa de células HUVEC.

Uno de los métodos para evaluar la integridad de la monocapa endotelial es la medida de la
impedancia’®. Asi, realizamos el seguimiento, a tiempo real, de la impedancia de una monocapa de
HUVEC tratada con los principales ITC que se usan en clinica: dasatinib, imatinib, nilotinib, bosutinib, y
ponatinib y vehiculo (DMSO), a las concentraciones que se encuentran en plasma tras la toma del
farmaco (Figura 26). Observamos que dasatinib disminuye de forma inmediata la impedancia celular y lo
hace de una manera dosis dependiente'09136.137 Asj, después de 2h de tratamiento con 5y 10nmol/L de

dasatinib, observamos una leve disminucidn de la impedancia, que se hace considerable con 25 y 50
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nmol/L del farmaco, mientras que a 100nmol/L (dosis equivalente a los niveles del farmaco en plasma 1h
después de la administracion de 100mg de dasatinib por via oral) dasatinib produce una dramética
disminucion de la impedancia. (Figura 26 A). Por el contrario, no observamos efecto sobre la impedancia
cuando tratamos durante 2h con imatinib 2umol/L, y el efecto con imatinib 10umol/L fue minimo (Figura
26 B). No observamos ningun efecto cuando realizamos el tratamiento con el resto de ITC a las dosis
equivalentes a los niveles plasmaticos tras la toma, nilotinib (1 y 5 mmol/L), bosutinib (100 y 500 mmol/L),
y ponatinib (20 y 100 nmol/L) (Figura 26 C). Los inhibidores se disolvieron en DMSO y se diluyeron hasta
1:5000 en medio de cultivo para evitar cualquier efecto sobre la impedancia. (Figura 26 D).

Para evaluar si el efecto de dasatinib sobre la monocapa endotelial es un efecto reversible, retiramos el
tratamiento con el inhibidor, afiadimos medio nuevo, y medimos la impedancia nuevamente durante una
hora en ausencia de dasatinib. Los resultados revelaron que dasatinib altera la integridad de la monocapa
de una manera reversible puesto que las medidas de impedancia se recuperaron rapidamente hasta

valores iniciales.
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Figura 26. Seguimiento, a tiempo real, de la impedancia de una monocapa de HUVEC tratada con los principales ITC que
se usan en clinica. De los ITC estudiados, dasatinib es el Gnico que produce un descenso reversible y dosis-dependiente de la
impedancia sobre las HUVEC. Las células se cultivaron sobre las placas iCELLigence E8 plates proporcionadas por el equipo,
hasta alcanzar confluencia. En ese momento, diferentes concentraciones de (A) Dasatinib (B) Imatinib (C) Nilotinib, Bosutinib,
Ponatinib, o (D) DMSO se afiadieron a los pocillos durante 2 horas. Se retird el medio con dasatinib afiadiéndose medio nuevo

sin inhibidores y se estudio la impedancia en los pocillos durante 1 hora mientras las células se recuperaban.
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5.3. Dasatinib induce una desorganizacion de citoesqueleto de actina de forma répida y reversible y

produce una retraccion de las uniones interendoteliales

Después de observar los efectos de dasatinib sobre la impedancia, decidimos estudiar cémo
afectaba a la organizacién de la monocapa a través del analisis de la polimerizacion de F-actina mediante
tincion con Faloidina (Figura 27). A concentracion 10 a 25nmol/L, dasatinib produce una leve separacion
entre las células (Figura 27) y una modesta disminucion de la F-actina “junctional” , que encontramos en
las uniones célula-célula, consistente con el leve efecto de esas dosis sobre la impedancia. Sin embargo,
a 50nmol/L dasatinib tiene un efecto mucho mas evidente: observamos un importante descenso de la
actina “junctional” y la aparicién de prolongaciones ricas en F-actina, tipo lamelipodios, en las zonas de
separacion entre las células. Por ltimo, a 100 nmol/L dasatinib induce una pérdida completa de la
integridad de la monocapa. Las células aparecen aisladas o en pequefias islas con frecuentes
prolongaciones tipo lamelipodio, tal y como revelan los rebordes de F-actina en sus frentes redondeados.

(Figura 27, flechas). Sin embargo, imatinib a 10 Imol/L no tiene efectos en la monocapa.

Figura 27. Dasatinib desorganiza el citoesqueleto de actina y rompe las uniones célula-célula de una forma reversible y
dosis-dependiente. Las HUVEC se cultivaron sobre cubreobjetos recubiertos con gelatina hasta alcanzar confluencia. A, Estudio
al microscopio de andlisis dosis-respuesta del efecto de Dasatinib sobre el citoesqueleto de actina. Cuando las células
alcanzaron confluencia se trataron con Dasatinib durante 2h a diferentes concentraciones (6 Imatinib 10 Imol/L durante 2h). Las

células fueron permeabilizadas e incubadas con Alexa 647-faloidina para detectar la F-actina.

Con el fin de caracterizar en profundidad el efecto de dasatinib en las uniones célula-célula,
analizamos la expresién de VE-cadherina, que dejaba de detectarse en las uniones homotipicas de las
HUVECs tratadas con dasatinib durante 2 horas (Figura 28). Sin embargo, cuando retirabamos el medio
con dasatinib y afiadiamos medio nuevo, comprobabamos que tras una hora las uniones célula-célula se

restituian tal y como revelaba el marcaje con VE-cadherina. Estos datos indican que dasatinib
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desestructura las uniones célula-célula de forma concomitante a la desaparicion de la VE-cadherina en

las uniones intercelulares.

CD144 (VE-cadh) F-ACTIN merge
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»
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Figura 28. HUVECs en confluencia fueron tratadas con Dasatinib 100 nmol/L o Imatinib 10 imol/L durante 2h; después del

tratamiento, algunos pocillos se lavaron 3 veces con medio atemperado y se las células se cultivaron con medio fresco sin ITC
durante 1 hora méas. La tincidn con VE-Cadherina y faloidina se realiz6 tal y como se especifica en materiales y métodos para
poder analizar simultdneamente las uniones intercelulares y el citoesqueleto de actina. Todas las imagenes fueron adquiridas con
un microscopio de fluorescencia Leica DMR usando un objetivo de inmersion 20x y lampara de Xenon. Se realizaron 3
experimentos independientes y se muestran imagenes representativas de los 20 campos adquiridos por condicion. Escala/Barra

de referencia 50 pm.

A continuacién, analizamos la dinamica de la desestructuraciéon y formacién de las uniones,
mediante microscopia “time-lapse” de células vivas. Afiadimos dasatinib a la monocapa confluente de
HUVEC y tomamos fotos en un microscopio confocal cada minuto; observamos como, de una manera
rapida, las uniones célula-célula se desorganizaban y se abrian espacios entre las células, apreciables ya
desde los 6 minutos de afadir dasatinib. Tras una hora, la monocapa endotelial estaba desestructurada y
solo se conservaban algunas uniones puntuales (Figura 29 A, arriba) (Video). Sin embargo, imatinib no
tenia efecto significativo sobre la integridad de la monocapa (Figura 29 A, abajo). De nuevo, cuando
retirabamos el medio con el farmaco y afiadiamos medio nuevo, aproximadamente a los 10 min se

comenzaba a recuperar la integridad de la monocapa, y a los 40 min la recuperacion era total (Figura 29

A,video suplem2).
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Figura 29. Imagenes in vivo del efecto del dasatinib sobre las uniones célula-célula. Las HUVECs fueron cultivadas en

cubreobjetos recubiertos con gelatina. Cuando alcanzaron confluencia, se afiadié dasatinib 100 nmol/L 6 imatinib 10 Imol/L y se
adquirieron imagenes al microscopio cada minuto durante 1 hora. B) A continuacion, se les retiré el medio de cultivo, se lavaron
las células 3 veces y se afiadid medio de cultivo fresco adquiriendo imagenes cada minuto durante 1 hora de incubacion
adicional. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio invertido automatizado 1X83, Olympus equipado con una incubadora
para controlar temperatura y CO2, y las fotos se realizaron con una camara EM-CCD (512x512) Hamamatsu usando un objetivo
de inmersion 20x NA 0,75.

5.4. Dasatinib retrasa el cierre de brecha al inhibir la formacion de los contactos célula-célula.

El efecto de dasatinib sobre la integridad de la monocapa endotelial sugiere un papel crucial del farmaco
sobre la organizacidén de la actina en las uniones célula-célula. Esto nos llevo a estudiar el papel de
dasatinib en circunstancias en las que la integridad de la monocapa se ve afectada por otros factores
externos como puede ser un dafio mecanico sobre la monocapa. Para ello, realizamos experimentos de
cierre de brecha o herida (wound healing) en ausencia o presencia de diferentes ITC (Figura 30). En este
tipo de ensayo, la recuperacion de la integridad de la monocapa requiere una migracion celular inicial
seguida de la formacion de uniones estables. El area de la brecha, en ausencia de ITC, fue disminuyendo
de manera similar que en presencia de nilotinib, bosutinib e imatinib y se cerré completamente a los 420
min (Figura 30 A). Sin embargo, cuando las células se cultivaron con dasatinib, el cierre de la brecha fue
significativamente mas lento, de forma que tras 12 h de realizar la brecha aiin permanecia abierta un 30%

de la herida.
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Figura 30. Experimentos de cierre de brecha o herida (wound healing) en ausencia o presencia de diferentes ITC. A)
Porcentaje de area abierta de los diferentes ITC medida a diferentes tiempos medidos en minutos. B) Imagenes en las que se
muestra una comparativa del progreso de cierre de brecha sobre una capa de células HUVEC control y las células HUVEC

tratadas con dasatinib a diferentes tiempos medidos en minutos.

Con filmacion “time-lapse” de este proceso observamos que dasatinib comprometia la integridad del
avance de la monocapa endotelial, promoviendo la emergencia de células aisladas que migraban
individualmente en el frente y que se despegaban perdiendo cualquier contacto con las células vecinas.
Cuando examinamos exhaustivamente el avance de la monocapa tratada con dasatinib, observamos una
pérdida de los contactos célula-célula y la aparicién de rasgos mesenquimales como lamelipodios en las
células del frente posterior (Figura 30 B). Estos resultados sugieren que dasatinib no previene la
migracion celular pero inhibe la formacién del contacto entre células; de esta forma promueve una
migracion mas individual, no-colectiva y por lo tanto retrasa el restablecimiento de la integridad de la

monocapa.
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5.5. Dasatinib aumenta la actividad de la miosina Il/ROCK

El efecto de dasatinib sobre la organizacién del citoesqueleto de actina y la desaparicion de la actina
“junctional” sugieren una alteracion en las vias de sefializacion involucradas en la remodelacion de la
actina. Uno de los principales reguladores de la remodelacion de la actina es la NMII. Para estudiar su
papel en la remodelacién del citoesqueleto de actina inducida por dasatinib, tratamos la monocapa de
HUVEC con dasatinib y otros ITC y medimos su efecto en la fosforilacion de los residuos Ser19 y
Thr18/Ser19 de la cadena ligera de la miosina (CLM), que son marcadores “bona-fide” de la activacion de
la NMII'38.139 Para ello realizamos experimentos de WB que demostraron que dasatinib inducia un
modesto pero reproducible aumento de la fosforilacion de CML a nivel de los residuos de Ser19 y
Thr18/Ser19, que se mantiene incluso tras el lavado de las células (Figura 31 A-C), lo que sugiere que
dasatinib reorganiza la actina a través de una modulacion de la actividad de NMII. Estos cambios ademas
alteran la distribucion de las uniones célula-matriz, que en las células tratadas con dasatinib, se vuelven
mas definidas y afiladas comparadas con las células no tratadas (Figura 31 D). Para caracterizar los
efectos de dasatinib sobre la fosforilacion de la CLM decidimos estudiar la implicacion de ROCK, para lo
que tratamos las HUVEC con el inhibidor de ROCK Y-27632, en presencia o en ausencia de dasatinib.
Como era de esperar, Y-27632 inhibia la fosforilacion de CLM en los residuos mencionados arriba (Figura
31 E) y cuando las células se pretrataban con Y-27632, dasatinib ya no era capaz de fosforilar la CLM (Y-
27632+dasatinib 100nM). Sin embargo, cuando Y-27632 se retiraba del medio y las células se cultivaban
durante 1-2 horas adicionales con medio fresco sin inhibidores, se volvia a recuperar la fosforilacién de la
CLM, tanto en las células que no habian sido tratadas con dasatinib (Y-27632 washout) como en las que
si (Y-27632+dasatinib 100 nm washout). Por su parte, ninguno de los demas ITC empleados en estos
experimentos indujo la fosforilacion de la CLM (Figura 31 A). Cuando la fosforilacion del residuo Ser19 se
estudié por inmunofluorescencia y microscopia observamos resultados similares: dasatinib produce un
aumento modesto y reproducible de la fosforilacion de Ser19; Y-27632 elimina todo rastro de dicha
fosforilacién y dasatinib la recupera solo en parte (Figura 31 B y C). Por otra parte, quisimos estudiar el
efecto de dasatinib sobre la fosforilacion de MYPT1 en los residuos de Thr696 y Thr853, que son dos
sitios de regulacion a través de los cuales ROCK previene la defosforilacion de NMII y su inactivacion.
También en este caso dasatinib parece recuperar la fosforilacién MYPT1 en Thr853, y especialmente en
Thr696 (Figura 31 E).
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Figura 31. Dasatinib altera las uniones célula-célula a través de la fosforilacion de la CLM y una activacion de la NMII. A).
Experimentos de westen blot de los residuos pThr18 y pSer19 de la CLM. Las células se cultivaron hasta alcanzar confluencia en
y se trataron con los inhibidores a las dosis indicadas durante 1 hora. En las condiciones que incluyen lavado, las células fueron
tratadas con los inhibidores durante 1 hora, y a continuacion se retir6 el medio de cultivo y se afiadié medio fresco y se incubaron
durante 1 hora adicional. Se muestra tubulina como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3; B) Se
muestran imagenes de microscopia confocal de HUVECs confluentes incubadas con los inhibidores indicados (100 nmol/L
dasatinib, 20 pmol/L de Y-27632, solos o combinados) durante 1 hora. Las células fueron fijadas e incubadas para identificar
MLC fosforilada en Ser19 y F-actina. Barra de referencia 50 ym. C) Cuantificacion densitométrica de los campos mostrados en B
(ver Materiales y Métodos): los datos recogen las medidas de mas de 10 campos (40x) de dos experimentos independientes, que
corresponden a un total de mas de 200 células. Se analizé estadisticamente usando el test de Mann-Whitney. D) Imagenes de
microscopia confocal de células HUVEC en cultivo confluente incubadas con DMSO o Dasatinib 100 nmol/L durante 2 horas. Las
células fueron fijadas e incubadas con vinculina para identificar las adhesiones focales. Se muestran imagenes representativas
de los 20 campos por condicidn adquiridas en tres experimentos independientes. Barra de referencia 50 um. E) Experimentos de
western blot de los residuos residuos Thr696 y Thr853 de la MYPT1. Se cultivaron células HUVEC en confluencia y se trataron
con Y-27632 (20 umol/L), s6lo 0 en combinacion con Dasatinib durante 1 hora. En la condicion de lavado, se retiré el medio con
los inhibidores y se incubaron durante 1 hora adicional con medio fresco. Como control de carga se muestra MHCII-B (cadena

pesada de miosina Il). Se muestra un experimento representativo de 3.
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5.6. Dasatinib produce aumento de la permeabilidad vascular en vivo.

Para estudiar las posibles consecuencias de nuestros resultados in vitro, realizamos estudios de
permeabilidad vascular in vivo con azul de Evans'. Para ello tratamos a los ratones por via
intraperitoneal con dasatinib (50mg/kg), imatinib (100mg/kg) o bosutinib (50mg/kg) una vez al dia durante
3 dias. Se selecciond esta dosis de dasatinib porque causa efectos secundarios similares a los
observados en humanos a dosis terapéuticas, tales como la linfocitosis'#!. Al tercer dia, 30 minutos
después de la administracién de los farmacos, se inyect6 azul de Evans por via intravenosa y los ratones
fueron sacrificados pasada media hora. En la necropsia se recogieron los diferentes 6rganos para medir
en ellos la concentraciéon de azul de Evans, que en el intestino delgado de los ratones tratados con
dasatinib fue superior que en el de los ratones control ¢ tratados con otros ITC (Figura 32 A). Del mismo
modo, la cantidad de azul de Evans detectada en el higado de los ratones tratados con dasatinib fue
superior que en el resto de los grupos (dasatinib 1,1; disolvente 6,6; imatinib 3,9; bosutinib 7,6 mg azul de
Evans/mg tejido; p=0.04; Figura 32 B). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas entre los
distintos grupos, en la cantidad de azul de Evans presente en el cerebro (dasatinib 6,7; disolvente 0,3;
imatinib 0,6; bosutinib 2,2mg azul de Evans/mg tejido) o en los pulmones (dasatinib 25,1; disolvente 38,9;

imatinib 2,4; bosutinib 2,2mg azul de Evans/mg tejido).
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Figura 32. Dasatinib produce un aumento de permeabilidad vascular in vivo. La permeabilidad vascular se estudio utilizando
azul de Evans. Los ratones se trataron durante 3 dias, con Dasatinib (50mg/kg), imatinib (100mg/kg), Bosutinib (50mk/kg), o
vehiculo por via intraperitoneal y se les inyectd albimina unida a azul de Evans por via intravenosa. Se sacrificaron después de
30 minutos y se recogieron bazo, pulmones, cerebro e intestino delgado en los que se cuantificd la concentracion de azul de
Evans.
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El papel del Sl en la defensa contra tumores es cada vez mas obvio, como lo demuestran las
multiples evidencias de la eficacia de la inmunoterapia en sus diversos abordajes. De hecho, en la
enfermedad que nos ocupa, el tratamiento de elecciéon durante muchos afios fue el IFN-alfa, cuyo
beneficio se suponia derivado de sus efectos inmunomoduladores; por su parte, la forma mas clasica de
inmunoterapia como es el trasplante de progenitores hematopoyéticos, era la unica cura posible. A pesar
de ello, hasta la fecha, se han hecho pocos esfuerzos por conocer cual es la composicién y funcionalidad
del Sl en el momento del diagndstico en las distintas neoplasias hematologicas; tampoco esta claramente
definido si las diferencias entre los distintos canceres hematologicos o incluso si las diferencias entre
individuos que padecen el mismo tumor condicionan la capacidad de defensa del Sl; finalmente, apenas
existen estudios que asocien el estado basal del S al diagnéstico y/o como responde el Sl a los distintos
tratamientos con el prondstico y la supervivencia de los pacientes.

En los escasos estudios que hemos encontrado sobre el recuento de las principales
subpoblaciones linfocitarias del SI, no se han detectado diferencias importantes entre sujetos sanos y
pacientes con LMC al diagnostico. Asi, Rohon et al.™2 solo detectan una disminucién de LB y un aumento
de linfocitos NKT antes de empezar el tratamiento, mientras que no observan diferencias en las
proporciones y valores absolutos de los LT CD4+ y CD8+ o NK. Hace ya muchos afios, Fuyimiya Y et al.
143 y describieron que los valores de las células NK en los pacientes con LMC eran normales mientras que
Pierson BA et al. % observaban una disminucién no muy llamativa del valor absoluto de las células NK,
no asi del valor relativo y una disminucion de la proporcién de la subpoblacién linfocitos NK CD56bright.
Finalmente, Chen Cl et al.® tampoco ven una disminucion de las subpoblaciones T CD4+ y T CD8+ pero
si de la proporcion de células NK. Es posible que su estrategia de anélisis que no incluye la molécula
CD16 en el recuento de las células NK pueda explicar esta diferencia.

En lineas generales, estos datos coinciden con los nuestros ya que no detectamos diferencias
significativas en las principales subpboblaciones linfocitarias entre sujetos sanos y pacientes de LMC al
diagnostico. Sin embargo, a diferencia de otros grupos, nosotros hemos analizamos en detalle los
distintos tipos de linfocitos y hemos podido detectar alteraciones importantes al diagndstico. El hallazgo
mas significativo sin duda es la importante disminucion de la selectina L, en todos los subtipos linfocitarios
en el momento del diagnéstico. El hecho de que los linfocitos presenten menor expresion de esta
selectina probablemente afecte negativamente a la Rl antileucemia ya que se dificultaré la migracion y
entrada de los LT en los OLS y por lo tanto la capacidad de montar una respuesta inmunitaria contra los
ag expuestos por las células presentadoras de ag. Tanto es asi que una publicacion reciente'* confirma
la importante disminucion de CD62L en las muestras de los pacientes con LMC al diagndstico y asocia de
forma muy clara la magnitud de dicha disminucion con el pronéstico de los pacientes. Por otra parte,
también hemos observado que dasatinib no es capaz de recuperar completamente la expresién de
CD62L hasta los niveles de normalidad y seria, por tanto, interesante validar el valor pronéstico de CD62L
al diagndstico y también su valor como biomarcador de respuesta a los ITC y de remision libre de

tratamiento.
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En consonancia con la disminucion de CD62L también observamos la disminucién de otras moléculas
asociadas al fenotipo naive como CCR7 y un descenso significativo de los propios Ty CD8+. Estos datos
hablan a favor del acimulo de linfocitos T de memoria o incluso exhaustos que se observa o se supone
que se da, de forma caracteristica, en otros tumores. Hasta donde sabemos este es el primer estudio de
LMC donde se confirma este descenso de Ty que dificultaria la RI frente a nuevos ag derivados de la
progresion tumoral. En este sentido, pareceria l6gico esperar un aumento de los Tem 0 Tewra CD8+ en los
pacientes recién diagnosticados que sin embargo no hemos observado en nuestro estudio. Es posible
que la estrategia de analisis (que no incluia CD62L y/o CD27), la propia heterogeneidad de la expresion
de CD62L (que se mantiene en algunos LT efectores) o el reducido nimero de pacientes expliquen esta
aparente contradiccion.

Siempre en el contexto del estudio de los LT CD8+, observamos que los LT CD8+NKG2D+

también estan disminuidos al diagnostico. De nuevo estos datos hablan a favor de una pérdida de la
capacidad de los LT citotdxicos para eliminar las células tumorales.
En cuanto a los LT CD4+ unos de los hallazgos mas significativos e interesantes de esta tesis es la clara
disminucién de coexpresion de la molécula DNAM o CD226 en los LT CD4+. En el caso concreto de los
LT CD4+, DNAM es una molécula de adhesion que media la sefalizacién de la molécula coestimuladora
LFA-1 en la sinapsis inmunitaria y facilita la polarizacion de los LT CD4+ hacia Th1'¥; de forma que su
ausencia o disminucion en la superficie de los T CD4+ disminuye la sintesis de IL-2, la proliferacién y la
produccion de IFN-gamma. Es curioso ademas que la funcién de coestimulacion de DNAM en la sinapsis
inmunitaria es méas relevante (o al menos estd mejor demostrada) en los LT CD4+ que en los LT CD8+.
Parece por tanto que la LMC produce un descenso muy importante en esta molécula en los LT CD4+ y
es0 probablemente contribuye a la disminucién de la polarizacion de los LT CD4+ naive hacia Th1, cuyo
papel en el control de los tumores es bien conocido?,

Por su parte, el tratamiento crénico con dasatinib recupera cifras de normalidad en casi todas las
subpoblaciones mencionadas arriba, lo que puede deberse tanto a la eliminacion del tumor en si y por
tanto del estimulo antigénico cronico, como al propio efecto inmunomodulador de este farmaco. En este
sentido es interesante sefialar cdmo dasatinib induce de forma significativa, aunque solo en algunos
pacientes, la expresion en superficie de la molécula HLA-DR que es indice de activacién celular en los LT
y las células NK. Este hallazgo ya fue reportado por Rohon et al. hace afios. Ademas de este aumento de
DR, dasatinib produce a lo largo del tiempo una acumulacién de Tew y Tewmra Y una disminucidn
correspondiente de Ty y de moléculas coestimuladoras como CD27 o CD28 (Figura 16). Es por tanto
plausible que dasatinib tenga un efecto inmunomodulador directo capaz de activar los linfocitos y de ese
modo contribuir al control de la enfermedad. La alternativa es que los casos en los que se observa una
mayor activacion o diferenciacion celular sean aquellos en los que no hemos sido capaces de erradicar la
enfermedad minima residual. Seria por tanto muy interesante investigar si aquellos pacientes que
presentaban niveles altos de HLA-DR o un fenotipo mas diferenciado son aquellos que han alcanzado

una respuesta molecular profunda o, por el contrario, son aquellos que han necesitado un cambio de
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tratamiento. Este tipo de estudios serian muy interesantes en la actualidad con el fin de identificar
marcadores de remision libre de tratamiento, en un momento en el que las interrupciones del tratamiento
con ITC representan la tendencia en el manejo terapéutico de la LMC y en el que se cree que el buen
control por parte del Sl es el responsable de que los pacientes con enfermedad minima residual no
recaigan de forma franca.

En cuanto a las células NK, en el momento del diagnostico observamos un fenotipo asociado a

células NK sometidas a una estimulacion cronica como la disminucion de moléculas activadoras; entre
ellas disminuye de forma significativa NKp30, mientras que la disminucién de otras como NKp46, CD161,
DNAM o NKG2D no alcanza significacion estadistica. También observamos una tendencia a que los
pacientes recién diagnosticados tengan mayores proporciones de células NK CD56+CD16+. A excepcidn
de este Ultimo hallazgo (probablemente por diferencias en la estrategia de andlisis), nuestros datos son
muy similares'%1%0 a los publicados recientemente, lo que apoya que las células NK al diagnéstico tienen
un fenotipo de célula madura o incluso exhausta. Es interesante sefialar que, en algunos casos como
precisamente el del NKp30, el tratamiento crénico con dasatinib no es capaz de restaurar los valores de
los sujetos sanos. De nuevo no sabemos si ello se debe a que dasatinib ejerce un efecto activador o de
diferenciacién per se, 0 a que no es capaz de revertir un estado de “exhaustion” condicionado por la
duracion de la enfermedad en si, por su gravedad, o por la persistencia de la EMR. Por ello seria muy
interesante realizar un estudio prospectivo en el que pudiésemos asociar estos fenotipos diferenciales
con la respuesta al tratamiento. En este sentido, de momento, no hay datos claros sobre el perfil
inmunitario que se asocia a una mejor y mas duradera respuesta terapéutica, si exceptuamos los valores
de las células NK totales que parecen asociarse a la recaida tras la interrupcién de los ITC145151,
De hecho, la principal limitacién para conocer la asociacion entre la recuperacién de la funcionalidad del
Sl en respuesta a los ITC es la falta de estudios longitudinales en la misma cohorte de pacientes donde
se estudie la Rl en el momento del diagndstico, durante el tratamiento con los ITC y una vez que se
alcanza la RM profunda. Tampoco hay estudios de este tipo en el que se comparen distintos ITC. Otra
importante limitacion en esta area de conocimiento es la escasez de estudios en los que se combinen
estudios inmunofenotipicos y funcionales. Sabemos que el tratamiento con los ITC recupera la respuesta
efectora del SI como el restablecimiento de las respuestas de los LT a ag de la leucemia, la recuperacién
de la funcionalidad de las células NK o disminucién de poblaciones supresoras como los LT reguladores o
las MDSC'2. Los estudios de la capacidad funcional del S| son en general complejos y de dificil
estandarizacion por lo que lo ideal seria que fuésemos capaces de asociar determinados fenotipos con
capacidad funcional, con el fin de establecer biomarcadores robustos de prondstico y/o respuesta al
tratamiento y/o de remision libre de tratamiento.

En este sentido uno de los objetivos iniciales del estudio Dasapost era la asociacion de distintos
pardmetros inmunitarios fenotipicos y funcionales, ya fuese al diagnostico como durante el seguimiento
de los pacientes, con la respuesta al tratamiento con dasatinib. El identificar un potencial marcador

inmunoldgico pronostico que ayude a predecir cdmo va a ser la respuesta al tratamiento por parte del
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paciente seria de enorme ayuda para el manejo de los pacientes. Desafortunadamente, el reclutamiento
de este ensayo no fue el esperado y contabamos con un numero bajo de pacientes; por tanto se decidié
no realizar un analisis estadistico amplio que incluyera todas las subpoblaciones linfocitarias analizadas
sino aquellos parametros de laboratorio e inmunolégicos més faciles de determinar en la practica clinica
diaria. A pesar del escaso numero de pacientes pudimos comprobar una clara asociacion entre la RMM y
los valores de linfocitos, especialmente con los valores absolutos de los LT CD8+, cuyos valores a tiempo
0 son mas altos en aquellos pacientes que alcanzaran RMM a 3 y 6 meses. Por otra parte, la magnitud
del aumento de células NK que se produce entre las muestras pre y post en tiempo de 6 meses también
se asocia con la consecucion de RMM a los 12 meses de comenzar dasatinib. En este sentido, nuestro
trabajo demuestra como el “estado inmunoldgico” a tiempo cero asi como la magnitud de la linfocitosis
experimentada en la primera toma del farmaco son variables asociadas a la respuesta al tratamiento33.
Seria interesante dar un paso mas, y dado que disponemos del fenotipo detallado de los linfocitos de los
pacientes Dasapost en las muestras pre y post de los 3 tiempos de estudio, asi como de ensayos
funcionales de citotoxicidad que también se realizaron (aunque no se muestran en la presente tesis)
comprobar si otros pardmetros inmunolégicos también se asocian a respuesta molecular temprana. Dicho
de otra manera, profundizar mas en el estado inmunolégico basal e identificar y caracterizar fenotipica y
funcionalmente las poblaciones linfocitarias que puedan jugar un papel en la respuesta al tratamiento. De
momento, nuestros resultados subrayan la importancia como factor pronostico del estado inmunologico
previo al inicio del tratamiento, y el probable papel antileucémico de los linfocitos T CD8+ cuyo valor
proponemos estudiar cuantificar e incluir como una variable muy simple en estudios futuros con dasatinib.
Nuestros datos también apoyan el valor prondstico del estado de “supresién imunologica” de los
pacientes al diagnostico y de su progresiva recuperacion numérica y funcional durante la terapia con los
ITC, en la consecucion de objetivos terapéuticos tales como el tiempo en alcanzar respuesta terapéutica,
la profundidad de dicha respuesta asi como el tiempo de remision sin tratamiento.

Otro de los objetivos de la presente tesis era la posible asociacion de la respuesta clinica con
alguno de los parametros inmunoldgicos. Algunos grupos han publicado la existencia de una asociacion
significativa entre respuesta y linfocitosis. El identificar un potencial marcador inmunoldgico prondstico
que ayude predecir como va a ser la respuesta al tratamiento por parte del paciente seria de enorme
ayuda a nivel terapéutico. En nuestro trabajo, la trombocitosis, neutrofilia y linfocitosis basal, previa al
tratamiento, asi como un mayor numero de linfocitos T CD8+ se relacionaban con una RMM RMM
temprana a los 3 meses.

Otro de los objetivos de esta tesis ha sido indagar las causas de la linfocitosis que se produce
durante el tratamiento con dasatinib, en primer lugar por su asociacion con una mejor respuesta
terapéutica y en segundo lugar porque la dilucidacion de sus causas podria contribuir a un mejor uso en
la LMC o a un uso alternativo del farmaco en otras patologias. La linfocitosis es un efecto que se produce
con el uso prolongado del farmaco en un cierto porcentaje de pacientes pero que se produce en una

inmensa mayoria de pacientes en las primeras horas tras la toma del farmaco, tal y como describieron por
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primera vez Mustjoki S et al.'®. Por tanto, el estudio detallado de las poblaciones responsables de esa
rapida linfocitosis podia contribuir a la identificaciéon de las causas. En primer lugar confirmamos los
hallazgos del trabajo mencionado y observamos que se produce un aumento del nimero absoluto de
todas las subpoblaciones linfocitarias y un aumento de la proporcidn de las poblaciones citotoxicas CD8+
y NK. Este aumento de las poblaciones citotoxicas durante el tratamiento crénico con dasatinib habia sido
descrito hacia afios y por tanto parece establecido que este ITC favorece la movilizacion de células
citotoxicas. Sin embargo, el estudio detallado que nosotros hemos llevado a cabo desvela que en realidad
lo que se produce es un aumento de células efectoras tanto en los LT CD4+ como en los LT CD8+. Asi,
hemos observado, que desde la primera administracién de dasatinib, de una manera rapida tras la toma y
con cada una de ellas, el porcentaje de linfocitos Tn y Tem en SP disminuye y aumenta significativamente
la proporcién de linfocitos efectores de memoria. Ademés, estos efectos se hacen cronicos de forma que
tras 6 meses de tratamiento, en la SP de los pacientes se tienden a acumular mas linfocitos Temra.

Esta répida movilizacion de células T efectoras va acompafiada de una disminucién en SP de
células que coexpresan moléculas asociadas a Tn y Tcwm tales como CD62L, CCR7 o CD27. Por otra
parte, en las muestras post también aumentan moléculas asociadas a activacion como HLA-DR, CD11c o
CD161, tanto en los LT CD4+ como en los LT CD8+. Sin embargo, no se producen cambios muy
significativos en la molécula CD45RA, clasicamente considerada como un marcador de Ty, porque
también se expresa en los Tewra. De ahi la importancia en incidir en que la identificacion de los distintos
estadios madurativos de los linfocitos no se debe realizar exclusivamente con las isoformas de CD45.

En cuanto a las células NK, lo que observamos de forma inmediata tras la toma del farmaco es una
disminucién en las moléculas de adhesién CD62L y CD11b, disminucién del receptor inhibidor tipo lectina
NKG2A y aumento de la expresidn de receptores tipo KIR, también inhibidores. Este perfil fenotipico es el
caracteristico de células NK mas diferenciadas y/o activadas (la activacion reciente de las células NK
produce una disminucion de CD11b) y probablemente con mas capacidad citotdxica. Es muy interesante
destacar que, junto con la disminucion de CD62L, la molécula NKG2A es la Unica que ademas de
disminuir en cada toma, disminuye a largo plazo de forma significativa (Figura 19). De nuevo estos datos
coinciden con un trabajo muy reciente en el que observan que el tratamiento crénico con dasatinib, pero
no con otros ITC solo modifica (disminuye) NKG2A y KIR3DL1. Al igual que ellos, nosotros observamos
una disminucién de NKG2A entre el grupo de pacientes al diagndstico y el de los tratados con dasatinib
de forma cronica (36,73% vs 31,74%) que sin embargo en nuestro caso no es significativa, muy
probablemente debido a la heterogeneidad de los pacientes de dicho grupo comparado con los suyos.
Este efecto de disminucién de la expresion de NKG2A se ha asociado a un aumento de la citotoxicidad
global NK'y por tanto contribuiria a la mayor eficacia de este farmaco en tratamiento de LMC, por lo que
se ha propuesto como un nuevo mecanismo antitumoral de dasatinib 4. La inmunoterapia con un ac
dirigido contra NKG2A en leucemia linfocitica crénica mejora la actividad citotoxica de las células NK en

esta patologia> y por tanto se podria extrapolar a la LMC.
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En conjunto, en cuanto a la repercusion funcional de esta rapida movilizacion de linfocitos Ty NK
efectores y/o activados a SP y, verosimilmente, a MO podemos plantear la hipétesis de que la llegada de
este tipo de LT a los nichos donde se desarrolla la LMC puede contribuir a la eficacia terapéutica de
dasatinib. Hay que tener también en cuenta que nuestros datos demuestran que esta movilizacion tiene
lugar cada vez que se toma el farmaco y por tanto se produce, verosimilmente, a diario. En este sentido,
quisimos asociar la movilizacion de estas subpoblaciones con el pronostico. Para ello estudiamos si
aquellos pacientes con linfocitosis y, por tanto, en teoria con mejor prondstico también movilizaban estas
subpoblaciones'?. El estudio de los tres pacientes clasificados como “no-movilizadores” y por lo tanto que
no experimentaban la linfocitosis causada por dasatinib nos permiti6 confirmar que tampoco
experimentaban cambios en la distribucion de las distintas subpoblaciones linfocitarias; es posible por
tanto que la movilizacion diaria de LT efectores a sangre y a médula contribuya a que dasatinib induzca
remisiones moleculares mas profundas que otros ITC.

Volviendo a las posibles explicaciones de la linfocitosis, dado que dicha linfocitosis tiene lugar de forma
muy rapida, los mecanismos responsables méas plausibles tenian que ver con la capacidad migratoria o
de reclutamiento de los linfocitos.

En cuanto al patrén de expresion de receptor de quimiocina CXCR3 vemos que en los linfocitos
T CD8+ aumenta fras la toma mientras que en los T CD4+ disminuye. Esto puede explicarse porque
estos receptores permiten distinguir entre las subpoblaciones de linfocitos T en funcion de su perfil de
secrecion de quimiocinas Th. En el caso de CXCR3 es expresado tanto por los linfocitos Tem CD4+
CCR7+ (Pre-Th1) como por los linfocitos Tem CD4+ CCR7- (Th1). En nuestros resultados, lo que
observamos es un aumento de los linfocitos Tewm y una disminucion de los linfocitos Tn.%

Asi en primer lugar nos planteamos si dasatinib afectaba a la capacidad migratoria de los
linfocitos, evitando la extravasacion y recirculacion linfocitaria de los mismos, permaneciendo en el
torrente circulatorio tras la toma, y provocando asi esa linfocitosis fransitoria que se refleja en el
hemograma. La hip6tesis concreta era que dasatinib inhibe la migracion de los linfocitos hacia érganos
linfoides secundarios lo que produce un acimulo de dichas células en SP. Para confirmar o descartar la
hipétesis, realizamos en paralelo los estudios inmunofenotipicos que hemos discutido arriba y
experimentos de migracion in vitro. Comprobamos que se producia una menor migracién de los linfocitos
de SP hacia las quimiocinas CCL19 y CCL21, que median la entrada y posicionamiento de las células
CCRT7+en OLS. Este hallazgo se deberia sin embargo haber acompafiado de un acimulo de Tny Teum €n
SP y nuestros datos apuntaban en la direccion opuesta, ya que como mencionabamos antes, lo que se
produce es un acimulo de linfocitos efectores CCR7-. La migracion hacia CXCL12, el ligando de CXCR4
(otro de los receptores de quimiocinas implicados en la entrada en OLS) no se veia afectada. La
explicacion mas plausible a estos hechos es que la propia disminucion de la proporcion de células CCR7+
en las muestras post cause la menor migracion hacia CCL19+21 en dichas muestras. Ademas, en

experimentos ex vivo, con PBMC de donantes sanos, dasatinib no parece afectar a la expresion de CCR7
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ni a la quimiotaxis hacia las quimiocinas ligando de CCR7. Sin embargo, si que detectamos un descenso
significativo en la migracion espontanea de los linfocitos.

Tras estas observaciones, podemos concluir que la linfocitosis mediada por dasatinib puede

explicarse en parte por una redistribucion y acumulacion de linfocitos T CD4+ y T CD8+
terminales/diferenciadas CCR7- en circulacion. En este sentido, nos planteamos dos posibilidades: la
primera que dasatinib esté reclutando o movilizando linfocitos CCR7- procedentes de OLS o tejidos
periféricos, y la segunda que esté afectando a la salida de linfocitos de memoria efectores o diferenciados
hacia tejidos periféricos, provocando un bloqueo temporal (0 acumulativo en algunos pacientes) en el
torrente circulatorio que se traduciria en un aumento del recuento absoluto de linfocitos. La inhibicién de
la migracion espontanea observada en los experimentos in vitro apoya esta Ultima posibilidad en un
escenario donde las células CCR7+ abandonarian el torrente circulatorio a favor de un gradiente
quimiotactico y los linfocitos CCR7- quedarian temporalmente bloqueados/retenidos en SP debido a los
efectos, aln por esclarecer, de dasatinib sobre la motilidad, adhesién y/o deformabilidad sobre los
linfocitos CCR7-. Sin embargo, no podemos excluir que esos mismos efectos estén afectando a las
células CCR7+ aunque no seamos capaces de detectarlo porque el estimulo quimiotactico de
CCL19/CCL21 esté prevaleciendo sobre el efecto de dasatinib, tanto in vitro como in vivo.
En cuanto a los mecanismos que podrian propiciar “suelta” de linfocitos de tejidos y OLS hacia SP
apuntamos a que dasatinib esté afectando a la integridad del endotelio, a las uniones celulares, a la
permeabilidad y por tanto a la capacidad de adhesién y retencién de los linfocitos sobre el endotelio u
otras células estromales de los OLS.

Por ello, y porque dos de los principales efectos secundarios de dasatinib, como son el derrame
pleural y la hemorragia intestinal, pudieran estar causados por efectos del farmaco sobre la integridad de
la barrera vascular, decidimos estudiar si dasatinib tenia efectos sobre las células endoteliales.

En este estudio, observamos como dasatinib, a diferencia de los otros ITC estudiados, compromete la
funcién de barrera del endotelio vascular, hecho que puede ayudar a explicar algunos de los efectos
adversos especificos observados en este farmaco.

El derrame pleural es el EA mas caracteristico de los pacientes con leucemia Ph+ tratados con dasatinib
puesto que su incidencia durante el tratamiento con imatinib, nilotinib, y ponatinib es extremadamente
rara'™-158  Se calcula que en torno a un 10-35% de los pacientes tratados con dasatinib desarrollaran
derrame pleural en algiin momento a lo largo del tratamiento. Estudios recientes han demostrado que un
pequefo porcentaje de pacientes tratados con bosutinib también presentan derrames pleurales, pero
estos pacientes ya presentaban una historia clinica previa con estos episodios durante tratamiento con
Dasatinib'°, mientras que en los pacientes tratados con bosutinib en primera linea, la incidencia de
derrame pleural es escasa '8. Una de las posibles explicaciones del derrame pleural es el aumento de la
permeabilidad de los vasos sanguineos y linfaticos que estan en contacto con la pleura visceral. Nuestros
datos in vitro e in vivo apoyan esta hip6tesis, aunque con matices. En primer lugar, la reversibilidad que

observamos en nuestra experimentacion in vitro iria en contra de la aparicion del derrame in vivo. Sin

85



embargo, sabemos que los derrames pleurales observados en los pacientes son considerados efectos
acumulativos del tratamiento ya que tienen lugar a medio, largo plazo, después de varias semanas de
tratamiento, son dosis-dependiente y se producen sobre todo en los pacientes con dafio vascular
previo'2, Es posible, por tanto, que se produzca un efecto acumulativo del farmaco sobre la arquitectura
del endotelio que poco a poco vaya generando un ‘gotec” a través de la monocapa endotelial y la
acumulacién de liquido en la pleura.

Por otro lado, en nuestro estudio no hemos podido demostrar un aumento en la permeabilidad de
los vasos que irrigan el pulmén ya que los ratones no tratados también presentan azul de Evans en los
pulmones. Las explicaciones posibles incluyen la contaminacién de dichos 6rganos con sangre desde los
grandes vasos en el momento de la necropsia 0 que la propia técnica no sea la idénea ya que,
precisamente en los pulmones, la funcién de barrera del endotelio vascular es menos eficiente que en
otros drganos. En el pulmén confluyen la circulacion sistémica (circulacion bronquial, contractil) y la
circulacion pulmonar que presenta microvasculatura no contractil, donde las proteinas de la familia de la
conexina, permiten el paso de moléculas cercanas a 1kDa; el azul de Evans tiene un peso molecular
cercano a 1kDa y, por lo tanto, este método no parece ser el mas eficiente para evaluar la permeabilidad
vascular. Para solucionar esto podriamos haber utilizado moléculas de mayor tamafio o haber intentado
detectar el azul de Evans en la propia pleura visceral o incluso en la parietal, aunque ello entrafia una
dificultad técnica mayor.

El ofro efecto adverso caracteristico en el tratamiento con Dasatinib son los cuadros
hemorragicos en diferentes localizaciones y de diversa gravedad, siendo la di&tesis hemorragica cutanea
y mucosa, una forma de presentacidn caracteristica. Este tipo de eventos raramente se han descrito en
pacientes tratados con otros ITC'92161, mientras que se han observado en hasta el 23% de los pacientes
tratados con dasatinib en segunda linea tras tratamiento previo con imatinib, localizandose gran parte de
ellos en el tracto gastrointestinal's. El desarrollo de sangrados gastrointestinales probablemente esté
relacionado con la administracién via oral de dasatinib, que favorece el contacto directo del farmaco con
el endotelio gastrointestinal. Nuestros resultados en modelo animal reproducen los hallazgos descritos en
los pacientes.

La fisiopatologia de la diatesis hemorragica asociada al tratamiento con dasatinib no estd del todo
caracterizada y clasicamente se ha atribuido a una trombocitopenia y/o una inhibicién reversible de la
agregacion plaquetaria causada por el farmaco'?'62, Alternativamente, la exposicién de la matriz
subendotelial causada por los efectos de dasatinib sobre las uniones homotipicas del endotelio
provocaria una inmovilizacion plaquetaria transitoria y, por consiguiente, un descenso del numero de
plaquetas circulantes. Curiosamente, el recuento absoluto de plaquetas en sangre periférica desciende de
manera importante rapidamente después de la toma del farmaco, recuperandose hasta alcanzar valores
basales varias horas después'3. En este contexto, la trombocitopenia inducida por dasatinib podria ser
causada no solamente por un efecto a nivel central y cronico sobre la megacariocitopoyesis y la

produccion plaquetaria’?, sino por un efecto agudo y transitorio, a nivel periférico, sobre el endotelio.
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Pero sin lugar a dudas, si algo ha resultado complicado en esta tesis, ha sido la caracterizacién molecular
de los efectos de dasatinib sobre las uniones homotipicas del endotelio. En un principio, dado el papel
relevante de la familia de las Src cinasas en el mantenimiento de dichas uniones y de la integridad del
citoesqueleto de actina en general, y dado que dasatinib es un inhibidor dual de BCR-ABL y Src,
pensamos que la inhibicion de Src por dasatinib daria cuenta de la mayoria, si no de todos los efectos de
este ITC sobre el endotelio. Sin embargo, pronto nos dimos cuenta de que éste no era el caso ya que
otros ITC, que también inhiben Src eficazmente como bosutinib, no tenian ningun efecto sobre la
integridad de la monocapa endotelial mientras que inhibian claramente la fosforilacion de Src en
experimentos de western blot.

Otro de los mecanismos que podian explicar los efectos de dasatinib era la modulacién de las
adhesiones focales, tal y como sugerian los ensayos de microscopia. Para valorarlo se emplearon
inhibidores especificos de FAK en los experimentos de microscopia e impedancia (confirmar) y de nuevo
comprobamos que varias moléculas inhibidoras de FAK no reproducian los efectos observados con
dasatinib en ninguna de las aproximaciones experimentales realizadas (datos no mostrados). Por su
parte, los experimentos de western blot para estudiar el estado de fosforilacién de FAK en las distintas
condiciones experimentales no fueron concluyentes a pesar de los multiples esfuerzos realizados (datos
no mostrados).

Finalmente decidimos comprobar si dasatinib tenia algun efecto sobre la contractilidad celular
que pudiera explicar sus efectos ya que, como menciondbamos en la introduccién, un aumento de la
contraccion celular puede llevar a la pérdida de las uniones intercelulares. Comprobamos efectivamente
que este ITC induce una fosforilacion modesta pero reproducible de la CLM, tanto en experimentos de
microscopia como en western blot, que no observamos con otros ITC, y que llevaria a la activacion de la
NMII y por consiguiente a un aumento de la contractilidad de las células endoteliales de los vasos. El
mecanismo a través del cual dasatinib activa la CLM tampoco esta completamente caracterizado aunque
estaria mediado, al menos en parte, por la fosforilacion de la fosfatasa MYPT1 en los residuos Thr696 y
Thr853, su inhibicién, y el consiguiente aumento de la fosforilacidn y activacién de NMII. Es posible que
dasatinib inhiba una cinasa que fosforile e inactive ROCK tal y como se ha descrito en las células en fase
de migracion, en las que SRC fosforila a ROCK en el residuo Y722, separandose de RhoA, y por lo tanto
previene la fosforilacion de NMII. Este mecanismo esta involucrado en la dinamica de la adhesion celular
en el frente de avance3. Por lo tanto, proponemos un modelo en el que dasatinib inhibe una determinada
cinasa que promueve la activacién de ROCK, la consiguiente fosforilacién de los residuos Thr696 y
Thr853 de MYPTH1, la inhibicion de dicha fosfatasa y el aumento de fosforilacion de NMII164,

La falta de inhibicion de ROCK mediada por dasatinib también favoreceria la estabilizacion de los
filamentos de actina a través de la via LIMK y cofilina. Curiosamente, dasatinib revierte el efecto inhibidor
de Y-27632. Esto podria ser debido a un efecto alostérico por el que la defosforilacién de ROCK causada

por dasatinib disminuiria la afinidad de Y-27632 por ROCK. Una alternativa seria que una cinasa adicional
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que estuviese mediando la fosforilacion de MYPT1 en los residuos Thr696 y Thr853 fuese inhibida por
dasatinib, aunque esta teoria es menos probable ya que ROCK fosforila directamente estos residuos?4.
Sea como fuere, nuestros hallazgos han sido recientemente confirmados por sendos articulos en los que
describen que describen que dasatinib aumenta la permeabilidad vascular y desestructura el
citoesqueleto de actina muy probablemente a través de la activacion de ROCK!165.166,

No obstante, estos hallazgos no descartan otros mecanismos alternativos o la participacién de otras
cinasas. Asi, dasatinib podria inhibir de forma aditiva, sinérgica o en cascada dos 0 mas cinasas. Otra
posibilidad, no excluyente con las anteriores, es que dasatinib tenga mas de un mecanismo de inhibicién
de una determinada cinasa, como la inhibicion del dominio cinasa o de su actividad como molécula de
andamiaje en una plataforma de sefializacion celular.

En otro orden de cosas, el conocimiento y la profundizacion de los efectos off target de los
farmacos abre nuevas indicaciones terapéuticas. Asi, tras la experimentacion in vitro e in vivo realizada
en esta tesis parece claro que dasatinib aumenta la permeabilidad vascular actuando sobre las células
endoteliales de forma transitoria y dosis-dependiente. Por esto proponemos, aprovechando este
mecanismo de accion, un nuevo uso del farmaco. En concreto, dasatinib podria favorecer que otros
farmacos alcancen localizaciones anatdmicas inaccesibles gracias a su efecto sobre las uniones celulares
del endotelio vascular. De este modo, dasatinib seria un candidato como terapia coadyuvante para
aumentar de manera transitoria la permeabilidad de la barrera endotelial y favorecer la llegada de
determinados tratamientos dirigidos especificamente a ciertos érganos, como por ejemplo, tumores
solidos. Ademas, nuestros experimentos de “cierre de brecha” sugieren que este farmaco interfiere en el
restablecimiento/reestructuracion de la monocapa endotelial y esto dificultaria la neoangiogénesis
caracteristica de los tumores y por consiguiente la liberacién de nutrientes y oxigeno en el tumor.

En conclusidn, en esta tesis hemos intentado explicar el mecanismo por el cual dasatinib produce sus
efectos adversos mas frecuentes o mas graves como son el derrame pleural, la didtesis hemorragica y la
linfocitosis. Esperamos que los hallazgos presentados contribuyan al conocimiento de la patogénesis de
la leucemia mieloide cronica, de los mecanismos de accion de los farmacos de eleccion de esta
patologia, de las causas de sus efectos adversos y, en ultimo término, contribuyan a un manejo

terapéutico mas racional en la leucemia mieloide cronica.
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Los pacientes de LMC al diagnéstico presentan una importante disminucién de la expresion de
CD62L en las distintas subpoblaciones linfocitarias con respecto a los sujetos sanos, que va
acompafiada de la disminucion de otras moléculas que caracterizan a los Ty y Tem como CCR7 'y
de la proporcion de los propios Ty CD8+. En el caso de las células NK, destaca la disminucion

de la molécula NKp30.

El tratamiento crdnico con dasatinib recupera, total o parcialmente, los déficits mencionados
arriba, e induce cambios fenotipicos per se, como el aumento de la molécula de activacién HLA-

DR en la superficie de los LT.

Desde la primera administracion de dasatinib, de una manera rapida tras la toma y con cada una
de ellas, el porcentaje de Tn y Tem en SP disminuye y aumenta la proporcion de Temra. En cuanto
a las células NK destaca el aumento en cada toma de la proporcién de una subpoblacion con un

fenotipo mas maduro, con disminucién de la molécula NKG2A y aumento de los KIR.

El tratamiento con dasatinib produce, a largo plazo, una disminucion de Ty CD8+ y una

acumulacién de linfocitos Temra CD8+ en sangre periférica.

Los linfocitos de las muestras extraidas tras dos horas de la toma de dasatinib presentan una
menor migracién hacia las quimiocinas CCL19 y CCL21, que no es debida a un efecto directo del
farmaco ni sobre la expresion de CCRY7 ni sobre la capacidad migratoria in vitro de los linfocitos

en respuesta a los ligandos de CCRY.

La linfocitosis inmediata que produce dasatinib con cada toma se asocia a los cambios descritos
en las conclusiones 3 y 5, y por tanto no se observan en los pacientes que no presentan

linfocitosis (no movilizadores).

El valor absoluto de LT CD8+ en el momento de iniciar el tratamiento con dasatinib es un factor

prondstico de respuesta molecular temprana.

Dasatinib, a concentraciones terapéuticas, produce una alteracion transitoria e irreversible de la
integridad de la monocapa endotelial, consistente en la pérdida de los contactos homotipicos y

una desorganizacion del citoesqueleto de actina.

El mecanismo molecular responsable de las alteraciones descritas en la conclusién anterior
incluye la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina que provocara verosimilmente un

aumento de la contractilidad de la NMII.
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10. Dasatinib aumenta la permeabilidad vascular in vivo.
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Abstract

Purpose: Dasatinib is a short-acting dual ABL/SRC family
tyrosine kinase inhibitor (TKI), which is frequently used to treat
chronic myeloid leukemia. Although very effective, patients tak-
ing dasatinib often display severe adverse effects, including pleu-
ral effusions and increased risk of bleeding primarily in the
gastrointestinal tract. The actual causes of these side effects are
currently undetermined. We hypothesize that endothelial cells
(ECs) that line the inner walls of blood vessels and control the
traffic to the underlying tissues might be involved.

Experimental Design: The effects of TKIs on ECs were studied
by various assays, such as real-time cell impedance measurements,
live-cell microscopy, wound healing, Western blot, and an in vivo
model.

Results: Dasatinib uniquely causes a profound, dose-depen-
dent disorganization of the EC monolayers. Dasatinib promoted

Introduction

Dasatinib is a short-acting tyrosine kinase inhibitor (TKI)
approved for the treatment of chronic myeloid leukemia (CML)
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the disassembly of cell-cell contacts, altered cell-matrix con-
tacts, and further altered the wound healing. A key observation
is that this effect is fully reversible after drug washout. In line
with these in vitro observations, intraperitoneal administration
of dasatinib to mice caused significant vascular leakage in
the intestine. The underlying molecular mechanism of dasa-
tinib-induced reorganization of the actin involves ROCK acti-
vation, which increases the amount of the phosphorylation of
myosin light chain and consequently activates the non-muscle
myosin II.

Conclusions: Our data are consistent with a scenario in
which dasatinib triggers a transient increase in vascular leak-
age that probably contributes to adverse effects such as
bleeding diathesis and pleural effusions. Clin Cancer Res; 23(21);
6697-707. ©2017 AACR.

and Ph+ acute lymphoblastic leukemia. Dasatinib is a more
potent inhibitor of the oncoprotein BCR-ABL1 than other
approved, first-line TKIs, such as imatinib (1). In addition to
BCR-ABL1, dasatinib inhibits a broad range of kinases, including
members of the SRC, TEC, and SYK families (2). Moreover,
dasatinib has a unique half-life of only 3 to 4 hours, and the
peak plasma concentration (around 100 nmol/L) is achieved
already 1 to 2 hours after oral intake of the drug (3, 4). Although
dasatinib is very effective in the treatment of Ph+ leukemias,
patients display frequent adverse effects such as diarrhea, pleural
effusion, lymphocytosis, thrombocytopenia, and increased risk
of bleeding, which primarily involves the gastrointestinal tract
(5-7). Most of these events subside if the treatment with dasatinib
is withdrawn. Importantly, the mechanisms underlying these side
effects have not been elucidated, but are commonly attributed to
the effect of dasatinib on off-target kinases expressed in cells other
than leukemic blasts.

Endothelial cells (ECs) line the inner walls of the blood vessels,
acting as an active barrier that controls blood vessel permeability.
They also mediate the controlled exchange of substances between
the blood and the underlying tissues, for example, nutrients in the
gut, and oxygen and carbon dioxide in the lungs. In addition, ECs
mediate leukocyte diapedesis, enabling the ingress of leukocytes
into tissues. This process guarantees the physiological homing of
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Translational Relevance

We describe here the cellular basis and molecular mecha-
nism underlying dasatinib-induced pleural effusions and
bleeding diathesis, which are some of the most common
adverse effects of this short-acting dual ABL/SRC tyrosine
kinase inhibitor (TKI). Our data demonstrate that clinically
relevant concentrations of dasatinib, but not other TKIs, dis-
rupt the endothelial monolayer and increase its permeability
both in vitro and in vivo. Importantly, these effects are dose-
dependent and rapidly reversible after drug washout. The
ability to increase endothelial permeability transiently opens
new possibilities to use dasatinib in other malignancies, a clear
example being coadjuvant therapy to favor delivery of targeted
treatments into solid tumors. Finally, targeted kinase inhibi-
tion has dramatically changed the treatment of hematological
malignancies. Given that TKI therapy is potentially lifelong, a
detailed characterization of the pathogenesis of the most
frequent and serious adverse events is critical to the clinical
management and to optimize patient outcomes.

leukocytes and the onset of the inflammatory reaction. During
inflammation, the adhesiveness of active leukocytes as well as the
permeability of the endothelial monolayer increases. However,
pathological sustenance of the inflammatory process as well as
other factors can further maintain endothelial permeability
increased, leading to edema, hemorrhage, and deleterious leuko-
cyte infiltration (8).

The impermeability of the endothelial barrier is maintained by
the strength of cell-cell junctions. Close to the lumen of the blood
vessel, ECs display tight junctions mediated by occludins and
claudins. At the center of the contact, cadherin-dependent adher-
ent junctions seal the contact. ECs express VE-cadherin (CD144),
which constitutes a canonical marker of EC junctions. A major
regulator of junctional integrity is the actin cytoskeleton, best
illustrated by the increased permeability induced by treatment
of EC monolayers with actin polymerization inhibitors (9).
VE-cadherin connects with actin through alpha-catenin and the
actin-binding protein vinculin (10). These proteins are part of
mechanosensitive relays that transmit myosin II-generated forces
to the junctions. For example, thrombin-mediated activation of
RhoA and its target Rho-associated protein kinase (ROCK)
facilitates myosin light chain (MLC) phosphorylation activat-
ing non-muscle myosin II (NMII), which contracts actin at the
contact, causing retraction and increasing permeability (11).
Interestingly, inhibition of contraction also increases perme-
ability (12), suggesting that deviations from the force balance
at cadherin-cadherin junctions compromise the barrier func-
tion. Importantly, junctions are also connected to cell-matrix
adhesions through the actin cytoskeleton. ECs make discrete
contacts ("focal adhesions") with the basement membrane
(13). Focal adhesions congregate integrin receptors as well as
signaling intermediates, including proteins that link integrins
to the actin cytoskeleton. In the context of EC monolayers, focal
adhesions participate in the barrier function by acting as
anchorage points for actin cables that also connect to the
VE-cadherin—-dependent contacts at cell-cell junctions (14).
Thus, alterations to the cell-matrix contacts may be transmitted
to the junctions, thereby perturbing permeability.
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In this study, we demonstrate that dasatinib (with doses similar
to those found in the plasma of patients treated with the drug) is
the only TKI, which is approved for the treatment of CML, that
disrupts the integrity of endothelial monolayer. This occurs
through a combination of effects that include the disassembly
of cell-cell contacts and the alteration of cell-matrix adhesions,
that result in cells that fail to migrate collectively (15). The
disassembly of the cell-cell contacts together with the alterations
to the cell-matrix adhesions is accompanied by decreased imped-
ance of the cell monolayer, consistent with impaired integrity of
the monolayer and increased permeability. Importantly, these
effects are dose-dependent and reversible. Indeed, dasatinib wash-
out restored cell-matrix adhesions, cell-cell contacts, and imped-
ance. We further show that local ROCK activation and its resulting
MLC phosphorylation underlies the actin-remodeling effect of
dasatinib. This unique effect of dasatinib on ECs can also be
observed in vivo as mice treated intraperitoneally with dasatinib
displayed vascular leakage particularly in the gut, and therefore
our results bring novel insights to the pathogenesis of the adverse
effects of dasatinib.

Materials and Methods

Cell culture

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were iso-
lated and cultured as previously described up to the fourth passage
(16). TKIs that are currently used in the treatment of CML
(dasatinib, imatinib, nilotinib, bosutinib, and ponatinib; ref. 1)
were purchased from LC Laboratories or Selleckchem. The inhi-
bitors were used at clinically relevant concentrations and times,
mimicking the half-life and the peak plasma concentration of
dasatinib (3, 4).

Measurement of endothelial cell impedance

The iCELLigence real-time cell analyzer (RTCA) measures cel-
lular adhesion in real-time using E-plates, which are coated with
high-density gold arrays for measuring electrical impedance
(ACEA Biosciences Inc.). The iCELLigence biosensor measures
cellular adhesion, which is converted to Cell Index (arbitrary
units) by the iCELLigence software (version 1.1.1501). HUVECs
were grown confluent on E-Plate L8-plates. Background of the E-
plates was determined in 400 UL medium in the real-time cell
analyzer (RTCA) station. Next, 100 uL of the HUVEC suspension
was added (10,000 cells/well). E-plates were placed into the RTCA
station for impedance measurement every minute for 24 hours.
The next day when the cells were confluent, TKIs mentioned above
(1) were added to the cells at given concentrations in duplicates.
E-plates were placed back into the RTCA station, and measure-
ments were done every minute for 24 hours. All cell indexes were
normalized (set to 1) to the last time-point before the addition of
the compounds as described in the RTCA Software Manual (ACEA
Biosciences Inc.)

Immunofluorescence analysis of cell-cell and cell-matrix
adhesions

HUVECs were grown to confluence on gelatin-coated cover-
slips. Cells were then treated with the indicated dose of dasatinib,
imatinib, or vehicle (DMSO) for 2 hours. For washouts, cells were
treated for 2 hours, rinsed twice with HBSS, and medium replaced
with inhibitor-free HUVEC medium. Cells were fixed using 4%
paraformaldehyde in PBS for 10 minutes. For VE-cadherin stain-
ing (cell-cell contacts), antibody was diluted in TBS + 1% BSA.
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For actin and vinculin, cells were permeabilized for 10 minutes
using 0.2% Triton X-100 in TBS and stained with Alexa647-
phalloidin (Invitrogen) for F-actin ora 1:500 dilution of hVin-1
mAb (Sigma-Aldrich) + Alexa568-conjugated secondary anti-
body (Invitrogen). Cells were examined using a 4-laser (405,
488, 568, 647 nm) Leica SP5 spectral confocal scanning micro-
scope fitted with a HyD detector (Leica Biosystems) and a 63 %,
1.40NA PLANAPO oil objective. Images were acquired using
LAS AF software (Leica) and analyzed using ImageJ (NIH).

Live microscopy

HUVECs were grown to confluence on 0.2% gelatin-pretreated
cover slips for 24 hours, and DIC images were obtained in an
inverted microscope (Olympus 1X83) fitted with a full-housing
Pekon incubator for temperature and CO, control. Samples were
imaged using a 20x NA 0.75 immersion (oil) objective and a
Hamamatsu EM-CCD (512 x 512) camera. Images were sequen-
tially collected every 60 seconds using Xcellence software (Olym-
pus). Dasatinib or imatinib was added in situ as indicated in
Figure 3.

Wound healing

HUVECs were grown to confluence in p-Slide 4-well (Ibidi)
previously coated with fibronectin (3 ug/mL). Wounds were made
by dragging a 10-uL sterile pipette tip across the monolayer.
Cells were incubated with dasatinib (100 nmol/L), nilotinib
(5 umol/L), imatinib (10 pmol/L), bosutinib (500 nmol/L), and
without TKI for 12 hours. Pictures were taken every 15 minutes
using the Olympus IX83microscope as described in the previous
section. Images were combined using a stitching algorithm (17)
and analyzed using Image] (NIH).

Quantification of phosphorylated myosin regulatory light
chain (RLC)

Phosphorylated RLC (Ser19) was quantified by densitometric
analysis of confocal images. Briefly, condition-matched images
were Z-projected using ImageJ, then analyzed for integrated
intensity along a 1,024 x 1,024 image. Then, the total cellular
surface was calculated by thresholding the cell contours and
calculating the overall surface covered by the cell monolayer. On
average, % coverage was >95% for DMSO, dasatinib + Y-27632;
85% for Y-27632; and 60%-75% for dasatinib. The integrated
intensity was corrected for the % coverage in each condition and
values were referred to 100%, which was the mean of the mea-
surements of cells treated with DMSO. Data represent the mea-
surements of >10 fields (40x) from two independent experi-
ments, corresponding to >200 cells. Statistical significance was
determined according to the Mann-Whitney test after every
condition failed the Shapiro-Wilk normality test.

Western blot

Confluent HUVECs were treated with DMSO or inhibitors for
the times indicated in Figure 5. Washouts were carried out by
rinsing the cells with HBSS at 37°C, followed by incubation with
complete medium for the indicated times. After incubation, cells
were scraped in Laemmli 2 x buffer. Lysates were separated in 7%
and 13.5% SDS/PAGE gels. Samples were transferred to PVDF
membranes, blocked with 4% BSA, and incubated with antibo-
dies against pThr18/pSer19 MLC, pSer19 MLC, pThr696 MYPT1,
pThr853 MYPT1, and total MYPT1 were from Cell Signaling
Technology. Antibody against total MHCII-B was from Biolegend
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and antibody against tubulin was from Sigma. After incubation
with species-matched, HRP-conjugated antibodies and thorough
rinsing with TBS-Tween, blotted images were acquired in an
ImageQuant LAS-4000 workstation (GE). Bands were subjected
to densitometry using Image] and normalized using the loading
control (total MHCII-B or tubulin).

Viability assay

Confluent HUVECs were treated with dasatinib 5, 10, 25, 50,
and 100 nmol/L for 3 hours. The entire supernatant was collected,
and 7AAD was added. Events were acquired for 60 seconds from
each tube with FACSVerse (BD Biosciences). Simultaneously, the
number of detached cells was counted.

In vivo endothelial permeability assay

Female C57BL/6] mice (The Jackson Laboratory and Envigo)
were treated 3 days with dasatinib (50 mg/kg), imatinib (100
mg/kg), bosutinib (50 mg/kg; all LC laboratories) or vehicle
(Citric acid, pH 3.0) intraperitoneal once a day. At the third
day, 30 minutes after the drug administration, Evans Blue (5
mg/mL in PBS, Sigma-Aldrich) was injected intravenously to
the tail vein. The mice were euthanized after 30 minutes.
Spleen, lungs, brains, and small intestine were collected and
weighted. 0.5 mL of formamide (Sigma-Aldrich) was added
and incubated at 55°C for 24 hours. The intensity of Evans Blue
in the organs was determined by detecting absorbance at
wavelength 610 nm. The animal experiments were approved
by the Animal Experiment Board of the State Provincial Office
of Southern Finland. All studies have been performed in accor-
dance with the ethical standards laid down in the 1964 Dec-
laration of Helsinki and its later amendments.

Statistical analysis

The results were compared by one-way ANOVA Kruskal-
Wallis test. Significance was set at P < 0.05, and all analyses were
performed using GraphPad Prism software (version 5.0¢
GraphPad).

Results

Dasatinib reversibly disrupts the integrity of the endothelial
monolayer in a dose-dependent manner

To assess the hypothesis that the adverse effects of dasatinib are
atleast partially based on its effect on ECs, we studied the effects of
dasatinib and other TKIs that are currently used in the treatment of
CML, on the integrity of monolayers of HUVEC. This was done by
impedance measurements, which is a good readout of the integ-
rity of a monolayer (18).

We selected different concentrations of dasatinib, imatinib,
nilotinib, bosutinib, and ponatinib and vehicle alone (DMSO)
that mimic the actual concentrations found in the serum of TKI-
treated patients (19-21). Real-time follow-up of the cell contacts
showed that the addition of dasatinib quickly decreases cell
impedance in a dose-dependent manner. After 2 hours of treat-
ment with 5 and 10 nmol/L dasatinib, we observed a mild
decrease in impedance (Fig. 1A). In contrast, 25 and 50 nmol/L
dasatinib induced a steep decrease, whereas 100 nmol/L (a dose
similar to the levels found in the plasma of patients 1 hour after
oral uptake of 100 mg dasatinib) caused a profound decrease in
impedance (Fig. 1A). Conversely, treatment with 2 umol/L ima-
tinib for 2 hours had no significant effect, and 10 pmol/L
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Dasatinib uniquely lowers HUVEC impedance in a reversible and dose-dependent manner. HUVECs were cultured on iCELLigence E8 plates overnight to gain
full confluence. When confluent, different concentrations of (A) dasatinib, (B) imatinib, (C) nilotinib, bosutinib, ponatinib, or (D) DMSO were added to the
wells for 2 hours. Dasatinib was washed out from the wells, and the cells were left to recover for another hour while recording the impedance. The cell impedance was
measured every minute with iCELLigence for 24 hours. The experiment shown is representative of three experiments performed.

decreased the impedance only slightly (Fig. 1B). Clinically rele-
vant concentrations of nilotinib (1 and 5 umol/L), bosutinib (100
and 500 nmol/L), and ponatinib (20 and 100 nmol/L) had no
effect either on the impedance readings (Fig. 1C). The inhibitors
were dissolved in DMSO and diluted at least 1:5,000 in cell culture
media to avoid any effects on the impedance (Fig. 1D).

To address whether the effect of dasatinib was due to non-
reversible damage to the endothelial monolayer, we removed the
inhibitor, added fresh medium and measured the impedance for
another hour in the absence of dasatinib. Importantly, impedance
quickly recovered to levels comparable with those measured at the
beginning of the experiment (Fig. 1A).

Dasatinib induces a fast and reversible disorganization of the
actin cytoskeleton and the appearance of large gaps in
endothelial monolayers

To address the possible cellular effects of dasatinib that decrease
the impedance of the HUVEC monolayers, we examined the
appearance of the HUVEC monolayers after treatment with the
inhibitor. Initially, we stained polymerized F-actin with fluores-
cently tagged phalloidin (Fig. 2A). We found that 10 to 25 nmol/L
dasatinib induced very small gaps between cells (Fig. 2A) and a
modest decrease of the junctional F-actin (the F-actin found at the
cell-cell contacts), consistent with the mild effect of these doses
on impedance. On the other hand, 50 nmol/L dasatinib had a
much more dramatic effect. We observed a deep decrease of
junctional actin and the appearance of thin, F-actin-rich lamelli-
podia facing larger gaps between cells. Finally, 100 nmol/L
dasatinib promoted a complete loss of the integrity of the mono-
layer. Cells appeared as single entities or in small islets with a high
percentage of protrusive cells as revealed by thin rims of F-actin at
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round edges (Fig. 2A, arrowheads). Conversely, 10 umol/L of
imatinib had no effects on the monolayer.

Because the major effect of dasatinib focused on the cell-cell
junctions, we examined these in more detail by visualizing the
adherens junction marker VE-cadherin, which was no longer
detected on the surface of dasatinib-treated HUVECs (Fig. 2B).
However, dasatinib washout rapidly restored VE-cadherin at the
reformed cell-cell junctions. These data indicate that dasatinib
induces the rapid disappearance of VE-cadherin from the cell-cell
contacts concomitant to their dissolution.

We next analyzed the dynamics of contact dissolution and
reformation using time-lapse live-cell microscopy. By imaging
confluent HUVECs every minute after the addition of dasatinib,
we observed that the drug quickly disrupted the cell-cell contacts,
and large gaps between the cells could be observed as early as 6
minutes after dasatinib addition (Fig. 3A, top). After 1 hour, the
endothelial monolayer was disorganized and only scattered cell-
cell contacts remained. Individual, spindly, isolated cells were
readily observed (Fig. 3A; Supplementary video S1). Conversely,
imatinib had no significant effect on the integrity of the mono-
layers (Fig. 3A, bottom). Again, dasatinib washout led to the rapid
recovery of the integrity of the monolayer, which was apparent
after 10 minutes and comparable with untreated monolayers after
40 minutes (Fig. 3B, Supplementary video S2).

Dasatinib prevents endothelial cell wound healing by
inhibiting the formation of cell-cell contacts

The effect of dasatinib on the integrity of the EC monolayer
suggested a crucial role for a dasatinib target in the organization of
polarized actin at cell-cell junctions. This led us to hypothesize
that dasatinib would also prevent the formation of cell-cell
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Figure 2.
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Dasatinib disorganizes actin cytoskeleton and breaks cell-cell junctions in a dose-dependent and reversible manner. HUVECs were cultured on cover slips precoated
with gelatin until confluent. A, Dasatinib dose-response was analyzed by visualizing the actin-cytoskeleton by microscope. When confluent, the cells were
treated with dasatinib for 2 hours at different concentrations (or imatinib 2 hours, 10 umol/L). The wells were then fixed and further stained with Alexa647-phalloidin
to detect F-actin. B, Confluent HUVECs were treated with 100 nmol/L dasatinib or 10 umol/L imatinib for 2 hours. After the treatment, some wells were
washed three times with warm medium, and the cells were recovered in cell culture conditions for 1 hour. The wells were then fixed and further stained for
VE-Cadherin. F-Actin was simultaneously stained to observe the concomitant disorganization of the actin cytoskeleton. All images were taken with a Leica DMR
fluorescence microscope fitted with a Xenon lamp and a 20 x immersion (oil) objective. Images are representative of 20 fields acquired per condition in three

independent experiments. Scale bar, 50 um.

contacts if the integrity of the monolayer had been compromised
by alternative means (e.g., mechanical wounding of the mono-
layer). In this scenario, cells are required to migrate first and then
form stable contacts.

To test this hypothesis, we performed wound-healing assays
in the presence of different TKIs. The wound area decreased
similarly in the presence of nilotinib, bosutinib, and imatinib
as in the control wounds and healed completely in 420 min-
utes. Conversely, dasatinib significantly slowed down the heal-
ing process (Fig. 4A and B), with ~30% of the wound still open
after 12 hours from scratching. Time-lapse movies of the
closing wounds (Supplementary videos S3 and S4) revealed
that dasatinib compromised the integrity of the advancing
endothelial monolayer, promoting the emergence of isolated
cells that migrated individually, i.e., detached and lacking any
contact with other cells of the monolayer nearby. Careful
examination of the advancing dasatinib-treated monolayers
revealed loss of cell-cell contacts and mesenchymal traits in
many individual cells (e.g., lamellipodia in cells in the rear
cohorts) (Fig. 2A, arrowheads). These data suggest that dasa-
tinib does not prevent cell migration, but it inhibits the for-
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mation of intercellular contacts, promoting a more individual,
non-collective type of migration and thereby preventing the
reestablishment of the integrity of the monolayer.

Dasatinib increases ROCK/non-muscle myosin II activity

The effect of dasatinib in the organization of the actin cyto-
skeleton and the disappearance of junctional actin suggested an
alteration in a signaling pathway involved in actin remodeling. A
major regulator of actin remodeling is NMII (22). To test the
involvement of NMII in dasatinib-induced actin remodeling, we
treated HUVEC monolayers with dasatinib and other TKIs that are
currently used in the treatment of CML and measured its effect on
Ser19 and Thr18/Ser19 phosphorylation of MLC. These phos-
phorylations are bona fide markers of the activation of NMII (23),
which is the main actin-related molecular motor expressed in
these cells (24). Western blot and image intensity quantification
revealed that dasatinib induced a modest, but reproducible,
increase in the amount of MLC phosphorylated in Ser19 and
Thr18/Ser19, consistent with a dasatinib-induced reorganization
of the actin by modulation of NMII activity (Fig. 5A-C). These
changes also altered the distribution of cell-matrix adhesions,
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Live imaging on the effect of dasatinib on cell-cell junctions. HUVECs were cultured on cover slips pre-coated with gelatin. When confluent, the cells were placed ina
microscope, and 100 nmol/L dasatinib or 10 umol/L imatinib were added. Images were taken every minute for 1 hour. After 1 hour, the cells were washed
three times and recovered while obtaining images every minute for 1 hour. The live images were obtained in an inverted microscope (Olympus 1X83) fitted
with a full-housing Pekon incubator to control temperature and CO,. Samples were imaged using a 20x NA 0.75 immersion (oil) objective and a Hamamatsu

EM-CCD (512 x 512) camera.

which were sharper and better defined in dasatinib-treated cells
compared with control conditions (Fig. 5D). Together, these data
indicate that dasatinib increases the mesenchymal traits of endo-
thelial cells, perturbing the cell-cell junctions by increasing NMII-
mediated contractility.

Next, we aimed at elucidating the specific mechanism by
which dasatinib promotes these changes in endothelial mono-
layers. Based on the alterations in NMII phosphorylation, we
hypothesized that ROCK was involved in the mechanism
altered by dasatinib. To address this, we treated HUVEC cells
with the specific ROCK inhibitor Y-27632 in the absence, or
presence, of dasatinib. We found that, consistent with previous
results, Y-27632 reversibly abrogated phosphorylation of
MYPT1 on Thr696 and Thr853, which are two dependent sites
through which ROCK prevent NMII dephosphorylation and
inactivation (Fig. 5E). Dasatinib restored some MLC phosphor-
ylation despite the presence of Y-27632 (Fig. 5A-C) and also
MYPT1 phosphorylation on Thr853, and specially Thr696
(Fig. 5E). These results indicate that dasatinib promotes the
activation of ROCK, even overcoming the inhibiting effect of
Y-27632. Also, these experiments constitute the proof of a
molecular mechanism by which dasatinib promotes local
ROCK activation and alters the organization of the actin
cytoskeleton.

Therapeutic concentrations of dasatinib are not toxic for
endothelial cells

The dramatic effects observed in the presence of dasatinib
could be due to acute toxicity of the drug. A major argument
against this possibility is the reversibility of the cellular effects
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when the drug was washed out. If dasatinib was toxic for the
cells, the cells would not be able to recover their ability to
reform cell-matrix adhesions or the integrity of the endothelial
monolayer. To further rule out toxicity-related effects, we
treated HUVEC with different clinically relevant concentrations
of dasatinib and cell viability from four different EC mono-
layers was assayed using 7AAD. The mean percentage of non-
viable 7ZAAD-positive cells in the control wells was 5.4%, and
with 5 nmol/L dasatinib 5.4%, 10 nmol/L 7.5%, 25 nmol/L
6.9%, 50 nmol/L 7.5%, and 100 nmol/L 7.5% (P = 0.026).
Moreover, the number of detached cells was counted from the
supernatant of each well by constant flow for 60 seconds and
compared with the control well (no dasatinib). No significant
increase was observed in the number of cells in the supernatant
in respect to the control condition (mean fold change of
detached cells in respect to the control well (1) was 1.0 with
5 nmol/L dasatinib, 1.1 with 10 nmol/L, 1.1 with 25 nmol/L,
1.1 with 50 nmol/L and 1.2 with 100 nmol/L dasatinib; P =
0.13). These results are consistent with low toxicity at this dose
of dasatinib on ECs.

Dasatinib causes vascular leakage in vivo

To correlate our observations in an in vivo setting, we performed
an Evans Blue assay, which measures blood vessel permeability
in vivo (25). Mice were treated intraperitoneally for 3 days with
dasatinib (50 mg/kg), imatinib (100 mg/kg), or bosutinib
(50 mg/kg) once a day. This dose of dasatinib causes similar side
effects, such as lymphocytosis, than those seen in humans at a
therapeutic dose (26). On the third day, 30 minutes after the
administration of the drugs, Evans Blue was injected intravenously.
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Figure 4.

Dasatinib impairs wound closure and alters collective cell migration. A, HUVECs were grown to confluence in p-Slide 4-well and scratched with a 10-uL pipet tip
in the presence of the doses of dasatinib, imatinib, nilotinib, and bosutinib as indicated in Material and Methods. Percentage of open area either for dasatinib,
imatinib, bosutinib, and control every hour is represented. Data is the mean4 SD of two independent experiments in which we represent the % area of the coverslip
not covered with cells at every time point. B, Representative images of the experiments quantified in (A), control and dasatinib wound at 0, 240, 450, and

720 minutes.

The mice were euthanized after 30 minutes, and different organs
were collected into solvent, and Evans Blue concentration was
measured.

Dasatinib significantly increased the amount of Evans Blue in
the small intestine compared with the control group and the
other TKIs (dasatinib mean 13.6, vehicle 1.0, imatinib 2.8,
bosutinib 1.5 mg Evans Blue/mg tissue; P = 0.0089; Fig. 6A,
Supplementary Fig. S5). The amount of detected Evans Blue in
the spleen was also higher in the mice which had been treated
with dasatinib (dasatinib mean 11.1, vehicle 6.6, imatinib 3.9,
bosutinib 7.6 mg Evans Blue/mg tissue; P = 0.04; Fig. 6B). In
contrast, no significant differences of Evans Blue were found in
the brain (dasatinib mean 6.7, vehicle 0.3, imatinib 0.6, bosu-
tinib 2.2 mg Evans Blue/mg tissue) and lungs (dasatinib
mean 25.1, vehicle 38.9, imatinib 2.4, bosutinib 2.2 mg Evans
Blue/mg tissue).
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Discussion

Many studies have reported the immune-related adverse
effects of dasatinib (7, 27-33). However, these side effects do
probably not account for all the observed deleterious effects of
the treatment in human patients, for example, pleural effusions
and bleeding diathesis. These are critical events that physicians
take into account when prescribing the drug, but data on their
molecular basis remains scarce. Interestingly, we found that
dasatinib, in contrast to the other studied TKIs, compromises
the barrier function the vascular endothelium, which is con-
sistent with some of the observed unique side effects of
dasatinib.

Pleural effusions are the most characteristic adverse events in
patients with dasatinib-treated Ph+ leukemia. Depending on
the study, 10% to 35% of the treated patients develop pleural
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Figure 5.

Cell-cell junction dissolution induced by dasatinib involves non-muscle myosin Il activation and altered ROCK activity. A, HUVECs were grown to confluence

in tissue culture dishes, then treated with the indicated doses of the indicated inhibitors for 1 hour. In the wash conditions, cells were incubated with the
inhibitors for 1 hour, removed and allowed to recover for an additional 1 hour. Cells were lysed and blotted for MLC phosphorylated on Ser19 or Thr18/Ser19

as indicated. Tubulin is shown as loading control. The experiment shown is representative of three performed. B, Confocal images of HUVECs grown to confluence
in gelatin-covered coverslips and incubated with the indicated inhibitors (100 nmol/L dasatinib, 20 umol/L Y-27632, alone or in combination) for 1 hour.

Cells were fixed and stained for MLC phosphorylated on Ser19 and F-actin. Scale bar, 50 um. C, Quantification by densitometric analysis of fields as shown in
(B; see Materials and Methods for details). Data represent the measurements of >10 fields (40x) from two independent experiments, corresponding to >200 cells.
Statistical significance was determined according to Mann-Whitney test. D, Confocal images of HUVECs grown to confluence in gelatin-covered coverslips
and incubated with DMSO or 100 nmol/L dasatinib for 2 hours. Cells were fixed and stained for vinculin to visualize focal adhesions. Images are representative
of 20 fields acquired per condition in three independent experiments. Scale bar, 50 um. E, HUVECs grown to confluence in tissue culture dishes were treated
with Y-27632 (20 umol/L), alone or in combination with dasatinib for 1 hour. In the wash condition, inhibitors were removed and cells allowed to recover for an
additional 1 hour. Cells were lysed and blotted for phosphorylated MYPT1 (residues Thr696 and Thr853). MHCII-B (myosin Il heavy chain) is shown as a loading
control. The experiment shown is representative of three experiments performed.

effusions at some point of their treatment. These effusions have
traditionally been considered as unique side effect to dasatinib
treatment as they are extremely rare during imatinib, nilotinib,
and ponatinib treatment (34-37). Recent studies showed that a
small percentage of bosutinib-treated patients has pleural effu-
sions; however, most of them had a history of pleural effusions
with previous treatments with dasatinib (38). In contrast,
pleural effusions are rarer in patients treated first-line with
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bosutinib (39). Pleural effusions may depend on different
cellular systems and an increase in the endothelial barrier
permeability of both vascular and lymphatic vessels in intimate
contact with the visceralis pleura could contribute to the onset
of pleural effusions. Interestingly, we did not observe signifi-
cant differences in vascular leakage in the lungs of mice treated
with different TKIs. As seen in our results, also the control mice
had an elevated amount of Evans Blue in the lungs, which
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dasatinib-treated mice.

might be caused by contamination of blood from large vessels
while removing the lungs, rendering possible differences in
vascular leakage undetectable. Another possibility is that the
barrier function of the lung is intrinsically less efficient than in
other organs. Lung microvasculature is non-contractile, and
proteins of the connexin family permit passage to molecules
under 1 kDa in size (40). The molecular weight of Evans Blue is
close to 1 kDa; hence, it is not unsurprising that it appears in
the lungs of control animals. Evans Blue might therefore be
inadequate to assess lung permeability, but it is excellent to
account for endothelial permeability in contractile endotheli-
um, e.g., in the gut. Moreover, the effusions observed in the
patients are likely related to the cumulative, long-term use of
dasatinib, as effusions normally occur after weeks of treatment
and are dose-dependent (41). We propose that dasatinib causes
accumulative damage and leakage due to its reversible effect on
the barrier function of ECs when the clinical concentration is
achieved.

Another typical adverse effect of dasatinib is the onset of
hemorrhage and bleeding diathesis (41). Such events have
rarely been reported in patients with CML treated with other
TKIs (38, 39, 42, 43). The pathophysiology of bleeding diath-
esis associated with dasatinib therapy remains poorly under-
stood. Typically, this has been attributed to thrombocytopenia
and/or the reversible inhibition of platelet aggregation caused
by dasatinib (44, 45). Bleeding has been observed in up to
23% of patients treated with dasatinib who had failed imati-
nib treatment. The majority of the bleeding was localized to
the gastrointestinal tract (5). Moreover, an overview of >900
patients undergoing treatment with dasatinib displayed
hemorrhages in various tissues in 40% of the patients. Also,
14% of the patients displayed gastrointestinal bleeding.
Most of these patients were receiving high doses of dasatinib
(>100 mg) or two doses per day (46). The specific occurrence
of gastrointestinal bleedings correlates with the oral adminis-
tration of dasatinib, which therefore involves direct contact of
the drug with the local gastrointestinal endothelium. Our mice
experiment reproduced these observations of the dasatinib-
treated patients.

Another possible effect of the disruption of the endothelium by
dasatinib in vivo is an exposure of the subendothelial matrix,
which may cause platelet immobilization and a subsequent
decrease of the number of circulating platelets. Interestingly, the
platelet count in peripheral blood drops quickly after dasatinib
intake, recovering back to baseline a few hours later (4). In this
scenario, dasatinib-induced thrombocytopenia might be caused
not only by a central and chronic effect on megakaryocytopoiesis
and platelet production (47), but also by an acute peripheral,
transient effect at the endothelial level.

www.aacrjournals.org

Many different phosphatases and kinases act as regulators of
the endothelial barrier function, like those involved in the
activation of NMII, including ROCK and MLC. In migrating
cells, SRC phosphorylates ROCK on Y722, decreasing its asso-
ciation to RhoA, thereby preventing NMII phosphorylation via
this axis. This mechanism is involved in adhesion turnover at
the leading edge (48). We propose a model in which an Src
family kinase (e.g., SRC) phosphorylates and inactivates ROCK
on Y722, maintaining NMII activation in check to maintain the
homeostasis of cell-cell junctions. Dasatinib would inhibit this
SFK, promoting ROCK activation, which would in turn phos-
phorylate MYPT1 on Thr696 and Thr853. This phosphorylation
inhibits the phosphatase, increasing NMII phosphorylation
(49). Interestingly, dasatinib reverses the inhibitory effect of
Y-27632. This could be due to an allosteric effect by which
dephosphorylation of ROCK in Y722 (caused by dasatinib)
would decrease the affinity of Y-27632 for ROCK. Alternatively,
an additional kinase could be mediating the phosphorylation
of MYPT1 on Thr696 and Thr853. The latter is unlikely because
ROCK phosphorylates those residues directly (49).

Despite all this, these findings do not rule out additional
mechanisms or other kinases. Several possibilities emerge: one
is that there is simultaneous inhibition of two, or more,
kinases, that account for a joint phenotype as described here.
This can occur in an additive, synergistic, or cascading manner.
Another nonexclusive possibility is that dasatinib has more
than one mechanism of inhibition of a given kinase: clear
examples would be the inhibition of scaffolding functions or
the inhibition of the kinase domain of the putative kinase. In
this scenario, the blockade of the kinase activity would prevent
the release of an autoinhibitory domain (in the kinase itself, or
in another adaptor), which would result in the blockade of an
entire pathway.

The ability of dasatinib to open transiently and dose-depen-
dently endothelial cell-cell junctions would not only explain
some of the side effects of the drug such as bleeding, thrombo-
cytopenia, and pleural effusions, but it would also promote its use
to deliver other therapeutic drugs to previously unreachable
anatomic locations. In this view, dasatinib could be useful as
coadjuvant therapy to transiently increase the endothelial barrier
permeability and favor the delivery of additional targeted treat-
ments into organs, for example, solid tumors. In addition, our
wound-healing experiments suggest that this drug has angiostatic
activity as it interferes with the establishment of the endothelial
monolayer and would hinder the formation of new vessels and
the consequent delivery of nutrients and oxygen to the tumor.

In summary, we demonstrate that clinically relevant concen-
trations of dasatinib disrupt the endothelial monolayer dose
dependently and reversibly, which is accompanied with impaired

Clin Cancer Res; 23(21) November 1, 2017

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on August 14, 2018. © 2017 American Association for Cancer Research.

6705


http://clincancerres.aacrjournals.org/

Published OnlineFirst August 18, 2017; DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-16-0667

Kreutzman et al.

integrity and increased permeability. The effect was observed also
in vivo, as mice treated with dasatinib displayed vascular leakage
especially in the gut. Our results bring novel insights to the
pathogenesis of the typical side effects observed in dasatinib-
treated patients.
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