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Resumen

Introduccién

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el tipo de leucemia mas frecuente en
individuos pediatricos, siendo la LLA-B la mas comun (80%-85%) en comparacion a
la LLA-T (10-15%). La tasa de sobrevivencia a 5 afios de LLA infantil en paises
desarrollados es del 90%, mientras que, en México, es de aproximadamente 67%. El
desarrollo de nuevos tratamientos contra nuevos blancos terapéuticos es necesario
para reducir los efectos secundarios y mejorar la calidad de vida. En este sentido, la
proteina de choque térmico GRP78, regulador de la via UPR, ha demostrado
relocalizarse hacia la membrana plasmatica preferentemente en células cancerosas,
donde actua como receptor para un numero creciente de ligandos promoviendo
proliferacion o muerte celular dependiendo del ligando. Bajo este contexto, se ha
reportado que ISM1, una proteina de secrecion de 60 kDa, interacciona con GRP78
en la superficie celular provocando una disfuncion mitocondrial que lleva a la muerte
celular por apoptosis en células cancerosas.

Material y Métodos

Con el fin de elucidar si ISM1 promueve un efecto proapoptotico en células de LLA
que relocalizan GRP78 hacia la membrana plasmatica, primero se determind, a
través de citometria de flujo, la presencia de la proteina en la superficie celular de
lineas celulares de LLA- B, LLA- T y muestras de pacientes pediatricos al momento
del diagndstico con LLA. Una vez identificada la poblacion GRP78+ en los modelos
de estudio, se estimuld la poblacion total de la linea RS4:11 y células leucémicas de

individuos pediatricos con 1ug/mL y 5ug/mL de ISM1 recombinante de raton
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respectivamente. Para poder observar el efecto de ISM1 uUnicamente sobre las
células leucémicas GRP78+, se purificaron a través de FACS o columnas
inmunomagnéticas.

Resultados

La linea celular RS4;11 de LLA-B, tuvo la mayor frecuencia de células que
relocalizan GRP78 con un 0.56% =+ 0.041 de la poblaciéon en comparacioén a la linea
celular Reh (0.18% + 0.069) y que sus contrapartes de LLA-T; Jurkat (0.16% + 0.076)
y CCRF (0.16% + 0.063). Las células de individuos pediatricos al diagndéstico con
LLA, presentaron una mayor frecuencia de células GRP78" en células de médula
0sea 3.95% + 1.38 (n=7) comparadas con las obtenidas de sangre periférica 0.93% *
0.69 (n=3). Por su parte las células de individuo pediatrico sano tuvieron una
frecuencia del 0.57%. El efecto proapoptético de ISM1, sobre células RS4;11 y
células de individuos pediatricos al momento de diagnostico con LLA, no se logro
correlacionar con la frecuencia inicial de células GRP78+ en la poblacion total, sin
embargo, en las ultimas se observé una reducciéon en la frecuencia de células
GRP78+ bajo el estimulo con ISM1 (11.58%) en comparacién al control negativo
(15.21%). Finalmente, la purificacion de células GRP78+ a través de FACS vy
columnas inmunomagnéticas en ambos modelos de estudio no fue factible.
Conclusiones

El estudio determindé que, en frecuencias variables, las células leucémicas humanas
relocalizan GRP78 hacia la membrana plasmatica, teniendo una mayor frecuencia

aquellas de médula ésea. El efecto proapoptotico de ISM1 sobre células leucémicas
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GRP78+ no se logré determinar utilizando la poblacién celular total, sin embargo, la
reduccion en la frecuencia de células GRP78+ en muestras de individuos pediatricos

bajo el tratamiento con ISM1 sugiere la interacciéon ISM1-GRP78.
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Abstract

Background

Acute lymphoblastic leukemia is the most common cancer among children. ALL-B
accounts for about 80-85% whereas ALL-T represents about 10-15% of cancer
diagnoses. The 5-year survival rate in developed countries is around 90% while in
Mexico is about 67%. Development of innovative treatments against novel therapeutic
targets is necessary to reduce side effects and improve quality of life. In this context,
GRP78, an important molecular chaperone in UPR signaling, can relocalize
preferably to the cell surface of cancer cells where it complexes with specific proteins
triggering proliferation or cell death. In this sense, it was reported that ISM1, a
secreted 60-kDa protein, upon binding GRP78 on the cell surface of cancer cells
triggers apoptosis by inducing mitochondrial dysfunction.

Materials and methods

In order to elucidate if ISM1 induces apoptosis on leukemic cells that express GRP78
on the cell surface, the presence of this protein on human leukemia cell lines in both
ALL- B and in ALL-T was determined by flow cytometry. In addition, GRP78 was
determined on leukemia cells from bone marrow and peripheral blood obtained of
ALL patients at the time of initial diagnosis. Once identified, GRP78" total cell
populations in both cell lines and ALL patients were treated with 1ug/mL y 5ug/mL of
rISM1, respectively. Finally, with the purpose of providing a clear effect, GRP78"

leukemic cells were isolated by FACS or MACS.



Results

The B-lineage ALL cell line RS4:11 showed the higher cell frequency, between cell
lines, that relocalize GRP78 to the cell surface (0.56% + 0.041) in comparison with
cell line Reh 0.18% + 0.069), Jurkat (0.16% + 0.076) and CCRF (0.16% + 0.063). On
the other hand, primary leukemic cells from bone marrow of ALL patients at the time
of initial diagnosis had a GRP78" cell frequency about 3.95% + 1.38 (n=7) which is
higher than peripheral blood 0.93% * 0.69 (n=3). Additionally, bone marrow cells from
a healthy donor had a GRP78" cell frequency about 0.57%. The proapoptotic effect of
ISM1 on GRP78" leukemic cells from the RS4;11 cell line and childhood ALL patients
could not be correlated with initial frequency of cells expressing GRP78 on the
plasma membrane, however, there was a decrease in GRP78 positive cells around
11.58% under treatment with ISM1around when compared with control (15.21%).
Finally, purification of GRP78" leukemic cells by FACS or MACS involving both
models was not feasible.

Conclusions

The present study determined that acute lymphoblastic leukemia cells can relocalize
GRP78 to the cell surface at different frequencies, being the highest expression in
bone marrow leukemic cells. The proapoptotic effect of ISM1 on GRP78" cells could
not be determined, however, a decrease in GRP78 positive cells after treatment

suggests an ISM1-GRP78 interaction.
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1. Introduccién

1.1 Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso a traveés del cual todos los linajes celulares de la
sangre son formados a partir de las células troncales hematopoyéticas
(CTHs)(Kawahara and Shiozawa, 2015). El sistema hematopoyético puede ser
dividido en cuatro compartimentos con base en el grado de madurez de las células
que lo conforman. El primer compartimento lo forman las CTHs (quiescentes, con
capacidad de auto-renovacion y multipotentes). El segundo compartimento lo
conforman las células progenitoras hematopoyéticas (CPHs), que han perdido su
capacidad de auto-renovacion, pero conservan su potencial proliferativo. Dentro de
este grupo encontramos a las células progenitoras mieloides comunes (CPM) y las
células progenitoras linfoides comunes (CPL). Las primeras dan origen a eritrocitos,
monocitos, megacariocitos y granulocitos, mientras que las CPL dan lugar a linfocitos
T, linfocitos B, células NK y células dendriticas. Las CPHs se diferencian a células
precursoras, conformando el tercer compartimento, mientras que el ultimo
compartimento lo conforman las células sanguineas maduras circulantes (Mayani H,
2007, Liu et al., 2007a).

1.2 Microambiente hematopoyético

En la vida postnatal, la formacion de las células de la sangre tiene lugar
principalmente en la médula 6sea (Mayani, 2003). La estructura de este tejido
consiste de una corteza rigida de hueso que encierra una cavidad conteniendo un
sistema vascular arterial, un sistema sinusoidal complejo, células hematopoyéticas y

el estroma (Nair et al., 2010). Las células del estroma derivan de células troncales



multipotentes llamadas células troncales mesenquimales (CTM) que se diferencian a
osteoblastos, fibroblastos, adipocitos y condrocitos (Seke Etet et al., 2013).

El nicho de las células troncales hematopoyéticas regula las funciones de las CTHs a
través del contacto directo célula-célula y/o por secrecion de citocinas y factores de
crecimiento (Kawahara and Shiozawa, 2015). La viabilidad, auto-renovacion,
proliferacion, compromiso y diferenciacion de las CTHs dependen tanto de elementos
intrinsecos (factores de transcripcion, reguladores del ciclo celular) como
extrinsecos, que incluyen factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas secretadas
por células accesorias hematopoyéticas (fibroblastos, células endoteliales,
macrofagos y osteoblastos), 6rganos no hematopoyéticos (higado y rifidn) y linfocitos
T normales (Janowska-Wieczorek et al., 2001).

1.3 Trastornos hematolégicos

La médula 6sea no solamente tiene que generar un extraordinario numero de
células, sino también, debe de producirlas en proporciones adecuadas (Wertheim
and Bagg, 2014). Dado que la sangre es uno de los tejidos con una alta tasa de
regeneracion (aproximadamente 10" de células son generadas diariamente en la
médula 6sea humana adulta), alteraciones en algunos de los compartimentos
celulares del sistema hematopoyético, sobre todo en los mas primitivos, llevan a
modificaciones en la produccion de células circulantes normales, abatiéndola o
incrementandola(Doulatov et al., 2012, Mayani H, 2007). Las trastornos
hematoldgicos estan tipicamente agrupados en dos categorias; trastornos no

malignos tales como anemias, inmunodeficiencias primarias, sindromes



mielodisplasicos/mieloproliferativos y malignos como son la Leucemia mieloblastica
aguda (LMA) y Leucemia linfoblastica aguda (LLA)(Doulatov et al., 2012)

1.4 Leucemias

Las leucemias son un grupo clinica y biolégicamente heterogéneo de neoplasias
malignas que se manifiestan como una proliferaciéon clonal de una sola célula
hematopoyética en diferente estado de diferenciacion (mieloide o linfoide). Las
células transformadas adquieren una capacidad ilimitada para auto-renovarse y, en
el caso de leucemias de tipo agudo, pierden la capacidad de diferenciarse en células
maduras debido a que presentan una alteracion en los mecanismos de
diferenciacion, resultando en un exceso de células inmaduras que tiene como
consecuencia un fallo funcional de la médula 6sea(Brown et al., 2012). Las
leucemias se clasifican en cuatro subgrupos de acuerdo con criterios clinicos y de
linaje celular: leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfoide crénica (LLC),
leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia linfoblastica aguda (LLA)(Brown et al.,
2012).

1.5 Leucemia linfoblastica aguda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) comprende una heterogeneidad de trastornos
hematoldgicos malignos que se derivan, tanto de células progenitoras B (LLA-B)
como de células progenitoras T (LLA-T). Las células mas comunes presentes en
pacientes con LLA son precursores de tipo B que representan el 80%-85% de casos
de LLA, afectando principalmente a nifios con un pico de incidencia de 2-5 afos de

edad. La LLA de tipo T, es el segundo tipo mas comun con alrededor del 10-15% de



casos en nifios y esta frecuentemente asociado con mal prondstico(Dorantes-Acosta
et al., 2012a, Rivera-Luna et al., 2014, Chiarini et al., 2016).

El cancer infantil a nivel global representa entre el 0.5% y 4.6% del numero total de
casos en la poblacion, siendo la leucemia linfoblastica aguda el cancer mas comun y
la causa de muerte mas frecuente en ninos menores de veinte afnos, contando con
una incidencia estimada de 20 a 30 casos por millon de habitantes al afio. En
México, el cancer infantil es la segunda causa de muerte en nifos entre 4 y 15 afos
de edad, teniendo una incidencia de 49.5 casos nuevos por millon de habitantes al
ano(Dorantes-Acosta et al., 2012a, Rivera-Luna et al., 2014, Mario Enrique Rendon-
Macias, 2012). La tasa de sobrevivencia de LLA infanti ha mejorado
significativamente en los ultimos afos, destacando el 90% de sobrevivencia a 5 afos
en paises desarrollados. En México, la sobrevivencia es de aproximadamente 67%,
permaneciendo un gran porcentaje de pacientes pediatricos que mueren a
consecuencia de la resistencia de la enfermedad al tratamiento y de las
complicaciones derivadas del mismo(Miguel Angel Villasis Keever, 2012). En los
ultimos afos ha existido un avance importante en el tratamiento de los nifios con
LLA, principalmente por la incorporacion de nuevos medicamentos de quimioterapia
y la eficiencia del manejo integral de diagndstico y apoyo terapéutico(Dorantes-
Acosta et al., 2012a, Rivera-Luna et al., 2014, Dorantes-Acosta et al., 2012b).

1.6 Biologia de la leucemia linfoblastica aguda.

Los eventos patogénicos precisos que llevan al desarrollo de la LLA son
desconocidos, sin embargo, exposiciones endoégenas (gj. inflamacioén), exégenas (ej.

infeccion) y susceptibilidad genética (ej. Sindrome de Down), son las probables



causas para el desarrollo de esta neoplasia. El desafio en este contexto es identificar
las exposiciones y las variantes genéticas heredadas para descifrar como y cuando
estos factores contribuyen a la LLA desde el inicio (usualmente en utero) y a través
de la evolucion de la enfermedad (Pui et al., 2008) (Inaba et al., 2013).

Los perfiles de alta resolucion de alteraciones genéticas han transformado la
comprension de las bases genéticas que modulan la LLA. En la gran mayoria de los
casos de LLA en nifos, se albergan graves alteraciones cromosomicas. Por ejemplo,
en la LLA de tipo B, estas alteraciones incluyen alta hiperdiploidia con ganancia
aleatoria de por lo menos cinco cromosomas (incluyen los cromosomas 4, 6, 10, 14,
17, 18 y 21), hipodiploidia (< 44 cromosomas) y translocaciones cromosémicas
recurrentes tales como: t(12;21)(p13;922) que resulta en el gen de fusion ETV6—
RUNX1, t(1;19)(q23;p13) dando origen a TCF3-PBX1, 1(9;22)(q34;911) que da lugar
al gen de fusion BCR-ABL1, reordenamientos del gen MLL en 11923 con amplio
catalogo de genes asociados y reordenamientos de MYC hacia el gen del receptor
de antigeno (Inaba et al., 2013). También, las translocaciones cromosdémicas estan
presentes en aproximadamente 50% de los pacientes con LLA-T, derivando en la
yuxtaposicion de oncogenes hacia los genes del receptor de células T (TCR), que
lleva a la sobreexpresion del oncogén en células progenitoras de células T (ej. TLX1-
TCRdelta), mientras que otras, resultan en la fusion de dos oncogenes factores de
transcripcion (ej. STIL-TAL1). Estudios de expresion génica han identificado cuatro
principales subtipos de LLA-T con base en la activaciéon de la via oncogénica
dominante reconociendo a los subtipos: TLX1, LYL1, TAL/LMO2 vy TLX3.

Adicionalmente, la activacion constitutiva de la via de senalizacion NOTCH esta



presente en mas del 50% de los pacientes con T-ALL y no esta restringido a subtipos
especificos de LLA-T (Bhojwani et al., 2015).

Muchos reordenamientos cromosdmicos alteran genes que regulan la hematopoyesis
normal, encienden oncogenes o activan proteinas tirosina-cinasa constitutivamente.
Sin embargo, muchas de estas alteraciones por si solas no inducen leucemia en
modelos experimentales, sugiriendo que alteraciones genéticas adicionales
contribuyen al desarrollo de la leucemia. (Inaba et al., 2013). Algunas de estas
lesiones genéticas complementarias tienen significancia terapéutica y valor
prondstico, pudiendo ser utilizadas para refinar esquemas de estratificacion de riesgo
en el futuro; por ejemplo, supresion de IKZF1 predice un mal prondstico en nifios con
LLA-B. En adicion, el reconocimiento de lesiones moleculares especificas y vias
oncogenicas criticas, guiara el camino para el desarrollo de nuevos blancos
terapéuticos (Bhojwani et al., 2015).

1.7 Tratamiento para la leucemia linfoblastica aguda.

El tratamiento para la leucemia linfoblastica aguda tipicamente consiste en tres
fases: 1) fase de induccion-remision, 2) fase de intensificacion y 3) terapia de
continuacion para disminuir la reincidencia. El objetivo principal de la primera fase es
eliminar mas del 99% de células leucémicas con la administracion de prednisona o
dexametasona, vincristina 0 asparaginasa y restaurar la hematopoyesis normal. La
etapa de intensificacidon generalmente se lleva a cabo para erradicar las células
leucémicas residuales resistentes y consiste en la administracion de altas dosis de
metotrexato, mercaptopurina y pulsos de los medicamentos utilizados en la primera

etapa, todo esto de acuerdo con el tipo de LLA. Por ultimo y por razones que



permanecen aun por descubrir, pacientes con LLA necesitan un tratamiento de
continuacion para prevenir la reincidencia, recibiendo quimioterapia por 2 a 2.5 afos.
Mercaptopurina y metotrexato constituyen la base de los regimenes de continuacién
(Pui et al., 2008).

1.8 Blancos terapéuticos

Los protocolos para el tratamiento de la LLA en pacientes pediatricos son efectivos
en un 80-90%, sin embargo, la eficacia de éstos debe ser mejorada debido a que los
efectos adversos relacionados con el tratamiento sustancialmente alteran la calidad
de vida del paciente. Debido a esto, el desarrollo de nuevos tratamientos que tengan
como blanco especifico a las células leucémicas son necesarios con el fin reducir los
efectos secundarios y mejorar la sobrevida de los pacientes con LLA. Imatinib ha
revolucionado el tratamiento de la LLA positiva para BCR-ABL1 ya que inhibe la
tirosina cinasa ABL1 y que, combinada con quimioterapia, mejoran la calidad de la
remision (Szczepanski et al., 2010). Estudios gendmicos recientes han identificado
nuevas alteraciones genéticas dentro de la LLA, algunas de las cuales tienen
relevancia clinica y otras podrian servir como blancos terapéuticos en la LLA infantil.
Identificacion de mutaciones activadoras de las cinasas Janus en LLA de alto riesgo
ha llevado al desarrollo de inhibidores de proteinas Jak (Ruxolitinib) que, aunado con
inhibidores de FIt3 (Sorafenib, Crenolanib) e inhibidores de DNA
metiltransferasas/histona desacetilasas podrian formar parte de los nuevos blancos
terapéuticos contra la progresion de la LLA (Pui et al., 2012).

La comprension del perfil de proteinas expresado en la membrana plasmatica de las

células, provee un mejor entendimiento de la manera en la cual el proteoma de la



membrana celular es regulado y como éste responde a una gran variedad de senales
tanto intracelulares como extracelulares. En cancer, las proteinas de la superficie
celular que estan restringidas a ciertos tipos de cancer o que experimentan
modificaciones en su configuracién podrian ser utilizadas para las terapias basadas
en el uso de anticuerpos. Por otro lado, vias de sefalizacidon reguladas por proteinas
de superficie celular o receptores, podrian también ser blancos para terapias
basadas en farmacos (Shin et al., 2003).

1.9 Respuesta celular al estrés UPR (Unfolded Protein Response; Respuesta a
Proteinas mal plegadas) y la proteina regulada por glucosa de 78kDa (GRP78).
Las células cancerosas se caracterizan por tener un metabolismo de glucosa elevado
y, en el caso de tumores solidos, un microambiente tumoral caracterizado por
privacion de glucosa, acidosis y una severa hipoxia. Combinacién de estos factores
estresantes llevan a la acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo
endoplasmico, desencadenando la respuesta UPR, cuya funcién es promover
principalmente la sobrevivencia celular(Lee, 2007). La via UPR es un mecanismo
conservado evolutivamente por el cual las células responden a condiciones de estrés
que tienen como blanco el reticulo endoplasmico teniendo amplios efectos celulares
que incluyen; reduccion de sintesis de proteinas global y arresto del ciclo celular,
activaciéon de genes involucrados en la UPR (GRP78, GRP94, CHOP, NrF2),
inhibicion de apoptosis si el estrés es leve y reversible o la iniciacion de vias
apoptoticas si el estrés es severo o prolongado(Baumeister et al., 2005, Fulda et al.,
2010, Scriven et al., 2009, Lee, 2007). La UPR esta mediada por tres sensores

moleculares presentes en la membrana del reticulo endoplasmico; PERK (protein



kinase RNA-like ER kinase), ATF6 (activated transcription factor 6) e IRE1a (inositol-
requiring enzyme 1 alpha)(Ojha and Amaravadi, 2017). Bajo condiciones de
homeostasis, PERK esta asociado con GRP78 en forma de mondémero, sin embargo,
cuando hay un estimulo estresante, PERK se autofosforila y se disocia de GRP78
permitiendo su oligomerizacion y activacion. Una vez activa, PERK fosforila a elF2a
reduciendo la sintesis de proteinas e incrementando la transcripcion selectiva y
traducciéon del factor de transcripcion ATF4 resultando en la activacion de genes
involucrados en la biosintesis y transporte de aminoacidos, autofagia, enzimas
antioxidantes (a través de NrF2) y sobrevivencia a través de NF«kB. Al igual que
PERK, la activacion de ATF6 depende de su disociacion con GRP78 en el reticulo
endoplasmico y su subsecuente escision por las proteasas SP-1 y SP-2 resultando
en la liberacion de su fragmento N-terminal que actua como factor de transcripcion
para genes de la UPR. Por ultimo, después de la disociacién con GRP78, IRE1 se
autofosforila y dimeriza para catalizar la reaccion de splicing del mMRNA que codifica
para el factor de transcripcion XBP1 el cual actua como factor de transcripcion para
genes relacionados con la maquinaria de degradacion de proteinas asociadas al RE,
componentes del trafico intracelular de proteinas, glicosilasas, oxidoreductasas para
la adecuada homeostasis del RE entre otros.(Cubillos-Ruiz et al., 2017, Ojha and
Amaravadi, 2017, Fulda et al., 2010). Se ha demostrado que la via de sefalizacion
UPR estda activa en células cancerosas en distintos modelos de cancer
desempenando funciones citoprotectoras que tienen que ver con la sobrevivencia,

proliferacion y quimioresistencia. En modelos de cancer de mama, la expresion de



moléculas referentes a la UPR como son GRP78 y XBP1 demostraron estar
presentes en mas del 76% y 90% de muestras de cancer de mama respectivamente.
Ademas, la activacién In vitro de la UPR en este modelo indujo resistencia a
farmacos como la Doxorubicina y el 5-flurouracil(Scriven et al., 2009). En modelos de
hepatocarcinoma, la activacién de la UPR, medida por la sobreexpresion de GRP78,
estuvo presente en 66% del total de las muestras analizadas, que al igual que en
cancer de mama, hubo una quimioresistencia al inducir farmacolégicamente la
UPR(AI-Rawashdeh et al., 2010). Con respecto a neoplasias hematoldgicas, se
observo que hay una sobreexpresion a nivel de mRNA de GRP78 y XBP1 en células
leucémicas Bcr-Abl positivas y que la inhibicion de proteinas como IRE1a. 0 ATF6 en
células mutantes disminuyé la capacidad de las células de recuperarse de la
apoptosis inducida por Imatinib, sugiriendo que la UPR juega un papel anti-
apoptético en células leucémicas Ph*(Tanimura et al., 2009). Aunado a esto, estudios
utilizando muestras de pacientes con LLA al tiempo de diagndstico, tanto de adultos
(LLA Ph*) como de individuos pediatricos con LLA de alto riesgo, mostraron una alta
expresion del mRNA de XBP1, correlacionando con un mal resultado clinico(Kharabi
Masouleh et al., 2014). Complementando el papel de la UPR en leucemias, se ha
revelado que células de pacientes pediatricos (18 de 27 pacientes) con LLA-B en su
primera recaida muestran un incremento de 2.6+0.7 veces en la expresion del gen
GRP78 en comparacion a las clonas leucémicas de los mismos pacientes al tiempo

de su diagndstico inicial. Estos resultados sugieren que la UPR, especificamente
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GRP78, podria ser un nuevo blanco terapéutico para el tratamiento de
leucemias(Uckun et al., 2011, Wey et al., 2012b).

La proteina regulada por glucosa de 78kDa (GRP78), también referida como proteina
de unién a inmunoglobulina (Bip), es una proteina que se expresa constitutivamente
en el reticulo endoplasmico y participa en muchos procesos celulares tales como:
apropiado doblaje y ensamblaje de proteinas, transporte de polipéptidos a través del
RE, marcado de proteinas mal plegadas para el sistema de degradacion asociado al
RE, regulacién de la homeostasis del Ca®* y acttia como el regulador maestro de la
via de sefalizacion UPR(Zhang et al., 2010, Zhang et al., 2013b). Bajo condiciones
normales, GRP78 se une constitutivamente a los sensores UPR: PERK, IRE1 y ATF6
manteniéndolos en su forma inactiva, sin embargo, en condiciones de estrés, GRP78
se libera de los sensores provocando la activacion de los mismos y desencadenando
sefales anti-apoptéticas. Es importante hacer notar que, si la homeostasis en el
reticulo endoplasmico no se restablece, la respuesta UPR es capaz de inducir
apoptosis (Pfaffenbach and Lee, 2011). La induccion de GRP78 en células
cancerosas como se describié anteriormente favorece la supervivencia celular,
progresion del tumor y confiere resistencia a farmacos tanto en células en
proliferacion como quiescentes(Zhang et al., 2013b).

GRP78 es una proteina altamente conservada de 654 aminoacidos que incluye un
péptido senal en la regiéon N-terminal, un dominio ATPasa, un dominio de union a
péptidos y un motivo KDEL en su extremo C-terminal. Tradicionalmente GRP78 ha
sido considerada como una proteina luminal del RE debido a su region KDEL,

empero, se ha observado que puede localizarse particularmente en la membrana
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plasmatica de células cancerosas(Zhang et al., 2013b). El descubrimiento de que
GRP78 puede encontrarse en la membrana plasmatica de células cancerosas pero
no en células normales, abre la excitante oportunidad de utilizarlo como un marcador
neoplasico, ya que la proteina esta constitutivamente localizada en la superficie
celular en poblaciones variantes en frecuencia entre diversos modelos de cancer. Asi
lo demostré un estudio protedmico revelando la presencia de GRP78 en la superficie
celular en diversas lineas celulares de distintos tipos de cancer; SH-SY5Y
(neuroblastoma), Lo Vo (cancer de colon), A549 (cancer de pulmén), Sup-B15 (LLA-
B) entre otras(Shin et al., 2003, Arap et al., 2004, Burikhanov et al., 2009, Zhang et
al.,, 2013a, Liu et al., 2007b, Davidson et al., 2005, Scriven et al., 2009). El
mecanismo por el cual GRP78 se dirige hacia la superficie celular de células
cancerosas no ha sido completamente establecido. Estudios utilizando la linea
celular HeLa demostraron que, la relocalizacion depende de la integridad de la TGN
(trans-Golgi network), sin embargo, en células de la linea HCT-116 se observé que la
relocalizacion de GRP78 es independiente de la red TGN, sugiriendo un mecanismo
alternativo no esclarecido(Tsai et al., 2015).

Aunque la funcién fisiolégica de GRP78 en la superficie celular dista de ser
totalmente comprendida, se ha obtenido evidencia de que GRP78 puede formar
complejos con proteinas especificas en la membrana plasmatica desencadenando
sefales involucradas en procesos oncogénicos como son: sobrevivencia,
proliferacion, invasién, metastasis y quimioresistencia(Zhao et al., 2015, Tsai et al.,
2015). La unién de la forma activa de la proteina inhibidora de proteasas

azMacroblobulina a GRP78 en la membrana plasmatica en la linea celular de cancer
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de prostata 1-LN desencadena la proliferaciéon y supervivencia de las células
cancerosas a través de la activacion de la via PISBK/AKT , NF-xB y UPR(Misra et al.,
2006). De igual forma, la proteina Cripto (oncoproteina involucrada con el desarrollo
embrionario, funcién de células troncales y progresidon de cancer) promueve la
proliferacion de células cancerosas a través de la union con GRP78 y la modulacién
de la inhibicion de la via TGFB/Smad2/3 y la activacién de la via MAPK/PI3K (Kelber
et al., 2009). Por otro lado, la interacciéon de GRP78 con otros ligandos desencadena
respuestas proapoptoticas, tal es el caso de Par-4 y Kringle 5. Investigaciones han
demostrado que Par-4 (Prostate apoptosis response-4), proteina proapoptética
secretada por células cancerosas en cultivo, interacciona con GRP78 en la
membrana plasmatica de la linea celular PC-3 desencadenando un proceso
apoptético extrinseco a través de la activacion de la via FAAD/caspasa-8/caspasa-
3(Burikhanov et al., 2009). Kringle 5 (K5), un potente inhibidor angiogénico, demostré
interaccionar con GRP78 expuesto en la superficie celular de células tumorales en
estrés (hipdxico y citotdxico) y células endoteliales en proliferacion desencadenando
muerte celular por apoptosis. El mecanismo por el cual K5 tiene su efecto sugiere la
activacion de la caspasa 7 como resultado de la interaccion GRP78-K5 y su
subsecuente internalizacion(Davidson et al., 2005). Actualmente, se han desarrollado
diferentes protocolos experimentales contra diferentes tipos de cancer que tienen
como blanco GRP78 en superfice celular, implicando el uso de nanoparticulas
acopladas con anticuerpos monoclonales contra GRP78 para la liberacion especifica

de famacos como el 5-fluorouracilo u oligopéptidos como Pep42 el cual se une
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especificamente a GRP78 de superficie celular para decargar moléculas
anticancerigenas (proteinas, oligopéptidos, siRNAs, liposomas) en céulas
cancerosas(Liu et al., 2007b, Zhao et al., 2015).

2. Antecedentes

2.1. Isthmin

Isthmin (ISM1) es una proteina de secrecion de 60 kDa originalmente identificada
durante el desarrollo embrionario de Xenopus laevis, especificamente en la region
MHB (midbrain-hindbrain boundary) u organizador isthmus. Se han identificado
genes ortdlogos de Isthmin en otros vertebrados incluyendo humano y ratén cuyos
locus se encuentran en el cromosoma 20 y 2 respectivamente(Pera et al., 2002).
Analisis de secuencia han indicado que ISM1 tiene en su estructura un péptido senal
en la regién N-terminal, un dominio central Trombospondina (TSR) tipo 1 y un
dominio C-terminal llamado dominio asociado a la adhesion en MUC4 y otras
proteinas o AMOP. ElI dominio TSR entre humano y ratén esta altamente
conservado, teniendo un 98% de identidad y un 87-88% entre ratén y pez cebra o
raton y Xenopus. También, el dominio AMOP esta altamente conservado con un 99%
de identidad entre ratén y humano; 91% entre ratén y Xenopus y un 85% entre raton
y pez cebra. La region N-terminal es mas divergente con un 85% de identidad entre
humano y ratdon y un 62% entre raton y Xenopus(Xiang et al., 2011). Se ha
demostrado que ISM1 actia como un inhibidor angiogénico; asi lo indicaron
experimentos en donde ISM1 recombinante de ratdén inhibe la formacién de la red
capilar de células endoteliales (HUVECs) a través de la inducciéon de apoptosis

dependiente de caspasa 8, resultado de la interaccién de su dominio AMOP con la
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integrina aVB5. Asimismo, se observd que la sobreexpresion ectdpica de ISM1 en
células B16 de melanoma, significativamente redujo el crecimiento del tumor a través
de la inhibicion del proceso angiogénico en un modelo in vivo. Inhibicidn del proceso
angiogénico y su subsecuente reduccion en el crecimiento de tumor por parte de
ISM1 se ha demostrado también en modelos de gliomas(Xiang et al., 2011, Zhang et
al., 2011, Yuan et al., 2012). Analisis de una base de datos de expresion génica
humana (body index of gene expression (BIGE)) revel6 la produccion de ISM1 en
poblaciones de linfocitos. Se encontrd que linfocitos T CD4" activados tanto de
humano como de ratén producen ISM1, siendo mayor su produccion en linfocitos T
CD4" cooperadores polarizados hacia el linaje Th17 in vitro. Ademas, se determino
que células NK y tipo NKT localizadas en pulmoén de ratéon también producen ISM1.
Los tipos celulares productores de ISM1 sugieren que la proteina podria tener
participacion en respuestas inmunes innatas y adquiridas. Otro de los sitios donde se
observo una fuerte produccion de ISM1 fue en piel y mucosas; como el pulmoén vy el
intestino, sugiriendo que ISM1 tiene un papel importante en las funciones de barrera
de los epitelios contra patdgenos (Valle-Rios et al., 2014).

2.2 Efecto proapoptético de Isthmin 1

Como se mencioné anteriormente, estudios han reportado que ISM1 actua como un
inhibidor de la angiogénesis y promueve apoptosis a través de su interaccioén con la
integrina avB5 que funciona como un receptor de baja afinidad (Kgq= 40uM) en la

superficie de células endoteliales. Sin embargo, los mecanismos responsables de
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estos procesos aun no se han elucidado por completo(Chen et al., 2014, Zhang et
al., 2011).

Estudios posteriores utilizando células HUVEC y técnicas de co-inmunoprecipitacion,
demostraron que GRP78 en la superficie celular es el receptor de alta afinidad (Kq ~
8.6 nM) de ISM1 recombinante. El resultado de la interaccion ISM1-GRP78 resulté
en la inhibicién de la formacion de la red capilar a través de la induccién de apoptosis
de las células HUVEC, disminuyendo sus efectos con la presencia de anti-GRP78 de
una forma dosis-dependiente. Por otro lado, la sobreexpresion transitoria de GRP78
y subsecuente relocalizacion hacia la membrana plasmatica en la linea celular
LS174T sensibilizé a las células al proceso apoptotico inducido por ISM1 y no asi en
células que presentan bajos o nulos niveles de GRP78 en la superficie celular(Chen
et al., 2014). Experimentos de fraccionamiento celular con triton en células HUVEC
tratadas con ISM1 demostraron que el proceso proapoptotico mediado por ISM1
involucra la internalizaciéon dependiente de clatrina del complejo ISM1-GRP78,
ademas, la neutralizacion con anti-GRP78 redujo la internalizacién de una forma
dosis dependiente. Una vez endocitado, el complejo se dirige hacia la membrana
interna de la mitocondria, sin embargo, el mecanismo por el cual el complejo apunta
hacia este organelo no esta caracterizado. Ensayos de co-inmunoprecipitacion
revelaron que el complejo ISM1-GRP78 interacciona con transportadores
mitocondriales de ADP/ATP (AAC2 y AAC3) en la membrana interna mitocondrial
bloqueando el intercambio de ADP citosdlico contra ATP mitocondrial. La disfuncién

mitocondrial inducida por ISM1-GRP78 disminuye la concentracion de ATP citosdlico
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causando apoptosis(Chen et al., 2014). De manera interesante, administracion
sistémica de ISM1 recombinante en ratones BALB/C con xenotrasplante de células
4T1(cancer de mama) y B16 (melanoma) mostré la significativa reduccion del
crecimiento y vascularizacion del tumor a través de la induccion de apoptosis via
ISM1-GRP78. Estos experimentos sugieren que ISM1 podria tener un efecto
antitumoral especifico hacia células cancerosas (Chen et al., 2014). Investigaciones
recientes han determinado que ISM1 actia como un inductor de la permeabilidad
vascular pulmonar, demostrandose que la interaccion ISM1-GRP78 lleva a la
interaccion directa de GRP78 con la cinasa Src citoplasmatica desencadenado su
activacion(Venugopal et al., 2015).

El uso de ISM1 como molécula antitumoral, representaria una alternativa viable a los
tratamientos que existen contra diferentes tipos de neoplasias, asi como también, en
procesos aun por explorar como lo es la permeabilidad vascular, que es critica para
procesos como: inmunovigilancia, inflamacion, arterioesclerosis u otras condiciones
patolégicas(Venugopal et al., 2015).

3 Justificaciéon

El cancer es la segunda causa de muerte en nifios de 1-4 anos y la LLA tiene un
impacto importante sobre la mortalidad en nifios mexicanos, ya que ocupa el primer
lugar entre todos los padecimientos oncolégicos. Gracias a las mejoras en las
herramientas de diagnostico y a los protocolos de tratamiento, se ha alcanzado una
supervivencia superior al 80% en paises desarrollados, sin embargo, aun existe
alrededor del 10% de pacientes pediatricos que mueren a consecuencia de la

resistencia de la enfermedad al tratamiento y de las complicaciones derivadas del
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mismo. Bajo este contexto, la busqueda de nuevos blancos terapéuticos y el
desarrollo de nuevas moléculas con capacidad antitumoral contra la LLA, deben de
considerarse para implementar nuevas alternativas de terapia que tengan menos
efectos secundarios y una mayor efectividad para que los pacientes con LLA tengan
una mejor calidad de vida. En este sentido, se ha observado que el receptor GRP78,
una proteina que normalmente se localiza en el reticulo endoplasmico, se relocaliza
hacia la membrana plasmatica de células cancerosas convirtiéndola asi, en un
posible biomarcador y/o blanco terapéutico contra la LLA. Adicionalmente, se sabe
que ISM1, una proteina que se expresa de manera constitutiva en células capaces
de eliminar tumores, interacciona con la proteina GRP78 relocalizada hacia la
membrana plasmatica de células cancerosas, desencadenando un efecto
proapoptotico. Por lo tanto, la evaluaciéon de la capacidad de ISM1 para inducir
apoptosis en células de LLA permitira obtener informacion relevante acerca de la
funcién bioldgica de la misma, asi como su posible uso como agente antitumoral
natural. La caracterizacion de los efectos que ISM1 pudiera tener sobre células de
LLA no se ha reportado, es por esto que en el presente trabajo se planea caracterizar
el efecto de la interaccion ISM1-GRP78 en células leucémicas de individuos
pediatricos.

4 Hipétesis

La interaccion ISM1-GRP78 induce un efecto proapoptético en células leucémicas de

individuos pediatricos.
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5 Objetivo general

Caracterizar el efecto de ISM1 sobre células leucémicas purificadas, que relocalizan
GRP78 hacia la membrana plasmatica, de individuos pediatricos al momento de
diagnostico con LLA.

6 Obijetivos particulares

e Determinar la relocalizacion de GRP78 hacia la membrana plasmatica en
lineas celulares de LLA.

e Determinar la presencia de GRP78 en la membrana plasmatica de células
leucémicas de individuos pediatricos al momento del diagndstico con LLA.

e Determinar el efecto proapoptoético que ISM1 tiene sobre células leucémicas
que relocalizan GRP78 hacia la membrana plasmatica de individuos
pediatricos al diagndstico con LLA.

7 Material y métodos

¢ Proteina recombinante ISM1
La proteina ISM1 recombinante de ratén utilizada para los experimentos de
estimulacién fue adquirida de la marca BioLegend (577502)

e Lineas celulares y condiciones de cultivo
Se Uutilizaron lineas celulares originadas a partir de células de individuos con
leucemia linfoblastica aguda de tipo B (RS4;11 y Reh) y LLA de tipo T (CCRF y
Jurkat). Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH)

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino, 1mM de Piruvato de Sodio (GIBCO) y
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1% de Penicilina/estreptomicina(Gibco), manteniéndose a 37°C en una atmdsfera
humeda al 5% de CO..

e Tincion de superficie para citometria y microscopia de flujo de la

proteina GRP78 en lineas celulares de LLA

Las lineas celulares utilizadas para los experimentos fueron cultivadas y mantenidas
a una densidad de 1X10° - 1X10° células/mL (lineamientos de la ATCC). Para cada
experimento, las células fueron contabilizadas con azul de tripano utilizando la
Camara de Neubauer y fueron colocadas 1x10° células para las tinciones de
superficie. Las células fueron centrifugadas a 1500 rpm 5 minutos a 4°C vy
resuspendidas en un volumen de 100uL de PBS al 2% de suero fetal bovino
(solucién de tincién). A cada tubo se le agregd 1ug de Gammaglobulinas para
asegurar el bloqueo de los receptores Fc y se dejaron incubar por 10 minutos en
hielo. Terminado el tiempo, 1x10° células fueron adicionadas con 500ng de 1gG2b
Alexa Fluor 488 (eBioscience), 1x10° células con 500ng de Anti-human GRP78 Alexa
Fluor 488 (eBioscience) y 1x10° células se mantuvieron sin tefiir para después
dejarlas incubar en oscuridad y hielo por 30 minutos. A continuacion, las células
fueron lavadas con 3mL de solucién de tincion para eliminar el exceso de anticuerpo
y se centrifugaron a 1500rpm por 5 minutos a 4°C. Finalmente, una vez retirado el
sobrenadante, se fijaron con 500uL de formaldehido al 4% y se almacenaron en
oscuridad a 4°C para su posterior lectura en el citdmetro de flujo Flow Cytometer
System Moflo Astrios (Beckman Coulter). La tincidon de superficie para la microscopia

de flujo se realizé en la linea celular RS4 siguiendo el protocolo de tincion antes
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mencionado, tifiendo 1x10° células con 1.5ug de Anti-human GRP78 Alexa Fluor 488
y 100 yL de Zombie NIR (1:1000). Finalmente, los datos se adquirieron en un
microscopio de flujo ImageStream X Mark Il Imaging Flow Cytometer.

e Recoleccion de las muestras de individuos pediatricos con LLA
Las muestras de sangre periférica y médula 6sea de individuos pediatricos al
momento del diagnodstico con LLA se recolectaron como parte del protocolo clinico
efectuado en el Hospital Infantil de México Federico Gomez. Los remanentes fueron
utilizados para la investigacion propuesta en este escrito.
Criterios de inclusiéon
Pacientes con leucemia linfoblastica aguda: individuos menores de 18 anos de
reciente diagnostico con LLA, sexo indistinto y cuyos padres o tutores legales firmen
un formato de consentimiento informado.
Pacientes sin leucemias: individuos menores de 18 afios que se presenten al
sistema de consulta por causas ajenas a la LLA o algun tipo de afeccion
hematoldgica, que deseen incorporarse al estudio y cuyos padres o tutores legales
firmen una carta de consentimiento informado.
Criterios de exclusiéon
Pacientes con leucemia linfoblastica aguda: que al momento del diagndstico
estén bajo algun tratamiento con inmunosupresores o que sufran alguna de las
siguientes urgencias oncoldgicas: hemorragia intracraneal, sindrome de lisis tumoral,

insuficiencia renal y aquellos que no presenten formato de consentimiento informado.
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Pacientes sin leucemias: individuos que tengan infecciones agudas o cronicas, que
presenten frecuencias de eosindéfilos mayores a las del rango de referencia normal
(0-6%), que no presenten formato de consentimiento informado.
Criterios de eliminacion
Pacientes con leucemia linfoblastica aguda: que después del diagnéstico inicial
se confirmara la presencia de otro trastorno hematolégico ajeno a la LLA, que la
cantidad total de células viables en la muestra sea menor a 1X10° células o que el
tiempo de recoleccion de muestra exceda mas de 24 horas.
Pacientes sin leucemia: que se confirme alguna enfermedad hematoldgica después
de su valoracion médica o que las muestras excedan 24 horas después de haber
sido tomadas.

e Procesamiento de las muestras
Las muestras de sangre periférica y médula 6sea se centrifugaron a 1500 rpm por 5
min a 4°C para recolectar el plasma y almacenarlo a -70°C. Una vez extraido el
plasma, las células se resuspendieron en solucion de lisis de eritrocitos y se
incubaron por 10 min a 37°C. Concluido el tiempo, se centrifugaron a 1500 rpm 5 min
a 4°C para eliminar la solucion de lisis. Las células se resuspendieron en RPMI
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino, 1mM de Piruvato de Sodio y 1% de
Penicilina/estreptomicina y se contabilizaron con la Camara de Neubauer y azul de

tripano.
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e Tincion de superficie para citometria de flujo de la proteina GRP78 en
células de individuos pediatricos con LLA y sanos.
Una vez obtenida la fraccion celular de las muestras de pacientes, se tomaron tres
alicuotas de 1X10° células y se resuspendieron en 100 pL de solucién de tincion durante
10 minutos a 4°C; una de ellas se tomd como autofluorescencia. A continuacién, 1X10°
células fueron tefidas con 500ng de IgG2b Alexa Fluor 488, otro numero igual con
500ng de anti GRP78 (Alexa Fluor 488),100ul de Zombie Violet (1:1000) o 5ul 7AAD (7-
Aminoactinomycin D) y se incubaron por 30 min a 4°C y oscuridad. Transcurrido el
tiempo, las células se lavaron con 3mL de soluciéon de tincion para después ser
centrifugadas a 1500 rpm, 4°C por 5 min. Finalmente, se eliminé el sobrenadante, se
agregaron 400 uL de Formaldehido 4% y se almacenaron a 4°C en oscuridad para su
posterior lectura. La adquisicion de los datos se llevo a cabo en un citdmetro de flujo
Flow Cytometer System Moflo Astrios y analizados con el software Summit 6.3.
e Purificacion de células GRP78 positivas

La tincion para Fluorescence-activated cell sorting (FACS) se realizé conforme al
protocolo de tincion de superficie arriba mostrado con la especificacion de utilizar 100l
de solucion de tincion, 100ul de Zombie Violet (1:1000) y 500ng de anti GRP78 (Alexa
Fluor 488) por cada 1X10° células. Una vez lavadas del exceso de anticuerpo, las
células se resuspendieron en RPMI 10% SFB 2% Penicilina/Estreptomicina ocupando
1mL por cada 1X10° células leucémicas. La purificacion se realizo en el citdmetro de
flujo Flow Cytometer System Moflo Astrios recuperando las células en medio RPMI 10%

SFB 2% Penicilina/Estreptomicina. Con respecto a la purificacién utilizando columnas y
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perlas magnéticas, la tincidon de superficie de células leucémicas se realizé de acuerdo
al protocolo mencionado. Después de la incubacion, las células fueron lavadas del
exceso de anticuerpo con 2mL de PBS 0.5% BSA 2mM EDTA (buffer de tincion) y
centrifugadas a 1500rpm por 10 min para retirar el sobrenadante y resuspenderlas
nuevamente en 80ul de buffer de tincion. Después, se anadieron 20ul de Anti-Mouse
IgG MicroBeads (130-048-402, Miltenyi Biotec) con un tiempo de incubacion de 15
minutos a 4°C. Se lavaron nuevamente con 2mL de buffer de tincion, se centrifugaron a
1500rpm por 10 minutos y se elimind el sobrenadante para anadir 500ul de buffer de
tincion e iniciar la separacion magnética. La columna magnética (130-041-301, Miltenyi
Biotec) se colocd en el magneto y se hidraté con 500ul de buffer de tincién. Una vez
hecho esto, se anadieron las células en suspension adicionando 1.5mL extras de buffer
de tinciéon para después colectar la fraccion negativa en un tubo FACS con medio de
cultivo RPMI suplementado. La columna se retir6 del magneto, rapidamente se coloco
en un tubo FACS y se agregdé 1mL de buffer de tincion el cual se hizo pasar a través de
la columna con la ayuda de un émbolo con la finalidad de lavar la columna y obtener
todas las células marcadas con el anticuerpo anti GRP78 (Alexa Fluor 488). La
recoleccion de células GRP78 positivas se hizo en RPMI suplementado.
e Estimulacién con ISM1 recombinante

La linea celular utilizada para los experimentos de estimulacion fue la RS4;11 de
LLA-B. Previamente las células fueron contadas con azul de tripano utilizando la
Camara de Neubauer y se sembraron 5X10° células (poblacion total) en una placa de

96 pozos conservando una densidad de 1X10° células por pozo. Tres condiciones

fueron establecidas; control negativo en donde las células fueron cultivadas en
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100uL/pozo de RPMI sin suplementar, control positivo colocando las células en
100uL/pozo de RPMI sin suplementar al 10% de DMSO vy por ultimo el tratamiento
con ISM1 en el cual las células se cultivaron en 100 puL/pozo de RPMI libre de suero
con ISM1 recombinante a una concentraciéon de 1ug/mL. Las células se dejaron
incubar por 24 horas a 37°C en una atmdésfera humeda al 5% de CO2. En torno a las
células leucémicas de pacientes pediatricos, se descongelaron viales almacenados (
-80°C) en bafo maria vertiendo las células en medio RPMI suplementado y se
dejaron reposar por 3 horas a 37°C en una atmdsfera humeda al 5%CO,. Una vez
terminado el tiempo de reposo, las células fueron centrifugadas a 1500rpm, se
decantd el sobrenadante y se resuspendieron en 1-2mL de RPMI suplementado. A
continuacion, las células se colocaron en un tubo FACS previamente adicionado con
1.5mL de Lymphocyte Separation Medium (25-072-CI, CORNING) y se centrifugaron
por 20 min, 2000rpm a 21°C. Formado el anillo, se recolectaron las células
mononucleares y se cultivaron en medio RPMI suplementado por 18 horas a 37°C,
5%CO.,. Transcurrido el tiempo las células fueron contabilizadas para proceder a la
estimulaciéon colocando tres condiciones diferentes: control negativo, tratamiento con
BSA y tratamiento con ISM1, ambas a una concentracion de 5ug/mL. Al igual que en
la linea celular se utilizaron 5x10° células en cada condicién colocandolas a una
concentracion de 1x10° células por pozo en 100uL de RPMI al 5% de SFB
suplementado con 1mM de Piruvato de Sodio y 1% de Penicilina/estreptomicina.
Finalmente, las células bajo los tratamientos se incubaron por 24 horas a 37°C y una

atmosfera humeda al 5% de CO.».
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e Determinacion de Apoptosis
Concluido el tiempo de incubacién con los tratamientos, las células RS4;11 de LLA-B
fueron colectadas en medio RPMI suplementado y centrifugadas a 1500 rpm por 5 min.
Descartado el sobrenadante, se anadieron 100uL de buffer de unién de Anexina V, 5uL
Anexina V-APC y 5uL de 7-AAD (APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7-AAD).
Se resuspendieron ligeramente las células en suspension y se incubaron en oscuridad
por 15 min a temperatura ambiente. Finalmente se anadieron 400uL mas de buffer de
union de Anexina V y se procedio a la adquisicion de datos a través del citometro de
flujo Flow Cytometer System Moflo Astrios. Para la determinacion de apoptosis en
células leucémicas de pacientes pediatricos se aplico el mismo protocolo de tincion,
reemplazando la administracion de 7-AAD por 100uL de Zombie Violet, adicion de Anti-
human CD45 (Alexa Fluor 700) y Anti-human GRP78 Alexa Fluor 488. Una vez fijadas
las células, se procedié a su lectura en el citometro de flujo CytoFLEX (Beckman
Coulter).
8 Resultados

e Lineas celulares de LLA relocalizan GRP78 hacia la membrana

plasmatica.

Para investigar acerca de la relocalizacion de la proteina GRP78 en la membrana
plasmatica de células leucémicas, se inicid con la exploracion de lineas celulares
originadas a partir de células de individuos con leucemia linfoblastica aguda de tipo B
y de tipo T. Para este propdsito, se realizaron tinciones de superficie de las lineas

celulares de LLA-B; RS4;11, Reh, asi como también, de LLA-T; Jurkat y CCRF
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buscando la presencia de la proteina GRP78 en la superficie celular. La citometria de
flujo demostrd que todas las lineas celulares evaluadas tienen una poblacién celular
que relocaliza GRP78 hacia la membrana plasmatica. La linea RS4;11, originada a
partir de células de médula 6sea de un individuo con LLA-B, presenté una frecuencia
promedio y error estandar del 0.56% + 0.041. En la Figura 1 se muestran los dot
plots de la tincidn de superficie donde se puede apreciar la formacion de la poblacion

positiva para GRP78 en comparacion al control de isotipo y autofluorescencia.

Autofluorescencia Isotipo Anti-human GRP78
Exp.1
’ 0.02% 024% | | 0.58%
O
Exp2 O
n
0.05% 0.16% 0.62%
EXp3 128:
0.11%

Figura 1. Dot plots de las tinciones de superficie de la linea celular RS4. Se muestra el porcentaje

de células positivas para GRP78, control de isotipo y autofluorescencia de tres experimentos
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independientes. Los datos mostrados corresponden a la poblacion de células individuales definidas

por los parametros FSC vs SSC con el siguiente niumero promedio de eventos: autofluorescencia

(169712 eventos), isotipo (244104 eventos) y GRP78 (251919 eventos). El analisis se realizé con el

software Summit 6.3.

Por su parte, la linea celular Reh originada a partir de células de sangre periférica de

un individuo con LLA de tipo B, tuvo una frecuencia media y error estandar del 0.18%

+ 0.069. En los dot plots de la Figura 2, pertenecientes al analisis de ésta linea

celular, se puede observar una menor frecuencia con respecto a su contraparte de

médula 6sea de LLA-B.

Exp.1

Exp.2

Exp.3

Autofluorescencia

Isotipo

Anti-human GRP78

1924

192

1924

0.17% 0.29%
0.05% 0.07% 0.18%
0.01% 0.05% 0.07%
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Figura 2. Dot plots de las tinciones de superficie de la linea celular Reh. Se muestra el porcentaje
de células positivas para GRP78, control de isotipo y autofluorescencia de tres experimentos
independientes. Los datos mostrados corresponden a la poblacion de células individuales definidas
por los parametros FSC vs SSC con el siguiente niumero promedio de eventos: autofluorescencia
(177761 eventos), isotipo (202634 eventos) y GRP78 (217392 eventos). El analisis se realizd con el

software Summit 6.3.

El tipo de leucemia mas comun en individuos pediatricos es la LLA-B, sin embargo,
también se puede llegar a presentar LLA-T. Por esta razon, se realizaron tinciones de
superficie buscando GRP78 en lineas celulares originadas a partir de células
leucémicas de sangre periférica de individuos con LLA de tipo T; Jurkat y CCRF. Con
respecto a las células Jurkat, la frecuencia media y error estandar de células que
relocalizan GRP78 fue de 0.16% =+ 0.076, asi lo demuestra la citometria de flujo en la
Figura 3, resaltando el hecho de que, per se, la autofluorescencia de las células en

los dos primeros experimentos es mayor que las otras lineas utilizadas.
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Autofluorescencia Isotipo Anti-human GRP78
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Figura 3. Dot plots de las tinciones de superficie de la linea celular Jurkat. Se muestra el
porcentaje de células positivas para GRP78, control de isotipo y autofluorescencia de tres
experimentos independientes. Los datos mostrados corresponden a la poblacion de células
individuales definidas por los parametros FSC vs SSC con el siguiente numero promedio de eventos:
autofluorescencia (296681 eventos), isotipo (305207 eventos) y GRP78 (349520 eventos). El analisis

se realizd con el software Summit 6.3.

Finalmente se exploré la linea CCRF, en donde se observé que una media y error
estandar del 0.16% * 0.063 de la poblaciéon total relocaliza GRP78 hacia la

membrana plasmatica. Al igual que sucedié con la linea Jurkat, la citometria de la
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linea CCRF que aparece en la Figura 4 no muestra la formacién de una poblacién

totalmente definida para GRP78.

Autofluorescencia Isotipo Anti-human GRP78
Exp.1
0.01% 0.01%
Exp.2 O
0.01% 0.02% 0.05%
Exp.3
0.01% 0.07% 0.14%

Figura 4. Dot plots de las tinciones de superficie de la linea celular CCRF. Se muestra el
porcentaje de células positivas para GRP78, control de isotipo y autofluorescencia de tres
experimentos independientes. Los datos mostrados corresponden a la poblacion de células
individuales definidas por los parametros FSC vs SSC con el siguiente numero promedio de eventos:
autofluorescencia (255096 eventos), isotipo (327083 eventos) y GRP78 (297493 eventos). El analisis

se realizd con el software Summit 6.3.

De acuerdo con los resultados de la relocalizacion de GRP78 en las lineas celulares,

se puede determinar que la linea RS4;11 de LLA-B presenta una mayor frecuencia

31



de células GRP78+ a diferencia de su contraparte de sangre periférica y células de
LLA-T. Bajo este hecho, se decidio ratificar la presencia de la proteina GRP78 en la
membrana plasmatica de las células RS4;11 mediante el marcaje de la proteina y
utilizando como herramienta de analisis la microscopia de flujo. La tincién de
superficie muestra una poblacion del 0.81% de células viables que expresan GRP78
en la membrana plasmatica. El 5.19% representa a células marcadas con Zombie
NIR (un colorante fluorescente reactivo a aminas no permeable a células vivas) y
GRP78, lo que nos indica que dichas células perdieron la integridad de la membrana
y por lo tanto son células muertas. Por su parte el 89.9% corresponde a células

viables que no estan marcadas con Zombie NIR o Anti-human GRP78.

Linea celular RS4;11

Zombie NIR

| ] ' ot I | e
-1e3 0 1e3 1e4 1e5 1e6 1e7
GRP78

Figura 5. GRP78 se relocaliza hacia la membrana plasmatica de células viables de la linea

celular RS4;11. Se muestra el porcentaje de células viables positivas para GRP78 (verde, 81
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eventos), células positivas para GRP78-Zombie NIR (rojo, 519 eventos) y células negativas para los
dos marcadores (amarillo, 8992 eventos). El analisis se realizé con el software Ideas 6.2

seleccionando células individuales y en foco de 1x10* eventos adquiridos.

El microscopio de flujo, ademas de registrar la fluorescencia de los anticuerpos
marcados con los fluorocromos, nos proporciona imagenes de cada uno de los
eventos. De esta manera y como se observa en la Figura 6, se obtuvieron imagenes
representativas de cada una de las poblaciones en el dot plot de la linea RS4;11

utilizando el software ldeas 6.2.

Campo claro GRP78 Zombie NIR
(]

)

W

3144

Figura 6. Microscopia de flujo de células de la linea celular RS4;11. Se muestran eventos

representativos de cada una de las poblaciones identificadas en la microscopia de flujo de la linea
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RS4;11. Imagenes en campo claro, canal de fluorescencia para Alexa Fluor 488 (verde) y Zombie NIR
(rojo) 60X.

El evento numero 71 corresponde a un evento de la poblacion negativa para GRP78
y Zombie NIR, lo que significa que es una célula viable pero que no relocaliza la
proteina hacia la membrana plasmatica. La morfologia celular del evento 3144 en
campo claro supone una célula con la membrana integra, lo cual se corrobora con el
marcaje negativo para Zombie NIR, resaltando el hecho de que la poblacién a la cual
pertenece, existe una relocalizacion de GRP78 hacia la membrana plasmatica.
Finalmente, el evento 9 en campo claro muestra una morfologia que presume una
célula con pérdida de integridad de la membrana, lo que permitié la entrada del
Zombie NIR hacia el citoplasma reaccionando con el extremo N-terminal de las
proteinas intracelulares emitiendo una fluorescencia a su paso por el microscopio de
flujo. Debido a la permeabilidad de la membrana y que GRP78 se produce y localiza
constitutivamente al interior de la célula, el anticuerpo utilizado ingreso al citoplasma
uniéndose a GRP78 en su C-terminal resultando en una mayor intensidad de

fluorescencia de GRP78 en comparacion a GRP78 de superficie.
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e Muestras de individuos pediatricos al momento de diagndstico con LLA
presentan una poblacion celular que relocaliza GRP78 hacia la
membrana plasmatica.

Conforme a los resultados obtenidos de las lineas celulares, se decidid explorar la
relocalizacion de GRP78 hacia la superficie celular en células leucémicas de
individuos pediatricos al momento de diagnostico con LLA, hipotetizando la
existencia de una poblacion celular viable positiva para éste marcador. Para
comprobar esto, se llevaron a cabo tinciones de superficie buscando la proteina en
células leucémicas provenientes de sangre periférica 0 médula 6sea de individuos
con LLA e individuos sanos. Como se puede apreciar en la Figura 7, células de
sangre periférica de un individuo sano presenta un 0.62% de frecuencia de células
que relocalizan GRP78 hacia la membrana plasmatica. Por su parte, las células
provenientes de un individuo diagnosticado con LLA-T muestran una mayor
frecuencia de células positivas para GRP78 en la superficie celular. Asi, las células
leucémicas obtenidas de sangre periférica del paciente con LLA-T presentan una
poblacion GRP78 positiva alrededor del 1.1% mientras que su contraparte de médula
O0sea del mismo individuo alcanza hasta un 17% de células que relocalizan GRP78
hacia la membrana plasmatica. Es de resaltar que las células de pacientes con
leucemia al diagnédstico siguen la misma tendencia en cuanto a la frecuencia de
células que relocalizan GRP78 dependiendo de la fuente de origen, teniendo una

mayor frecuencia en médula ésea.
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Médula 6sea
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Figura 7. Relocalizaciéon de GRP78 hacia la membrana plasmatica en células de un individuo
con LLA-T e individuo sano. Analisis representativo de citometria de flujo de la relocalizacion de
GRP78 en células leucémicas de sangre periférica y médula ésea de un individuo al momento de
diagnostico con LLA-T y células de sangre periférica de un individuo sano. Los datos mostrados
corresponden a la poblacion de células individuales definidas por los parametros FSC vs SSC con el
siguiente numero de eventos: autofluorescencia (122215 eventos), isotipo (331638 eventos) y GRP78
(252295 eventos). Los datos fueron colectados en un citdmetro Moflo Astrios cell-sorter y analizados

con el software Summit 6.3.

A partir de los resultados exploratorios obtenidos con células de pacientes

diagnosticados con LLA, se continu6é con la recoleccidon de muestras de individuos
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pediatricos con leucemia, asi como de pacientes sanos para determinar la frecuencia

de células GRP78 positivas detallados en la siguiente tabla.

Tabla1. Caracteristicas de las muestras de pacientes pediatricos sanos y con LLA.

Paciente Sexo Fuente Tipo de Leucemia % Blastos
Médula dsea

1 H Médula ésea LLA-B 10

2 H Médula ésea LLA-B N/D

3 H Médula ésea LLA-B 72

4 H Médula 6sea /Sangre LLA-B 80
periférica

5 M Médula 6sea/Sangre LLA-B 95
periférica

6 H Médula 6sea/Sangre LLA-B 88
periférica

7 H Sangre periférica LLA-B 78

8 M Sangre Periférica SANO N/D

. Con el fin de analizar Unicamente células viables se utiliz6 7AAD como marcador de

viabilidad y se realizaron tinciones de superficie buscando GRP78. Como se puede

apreciar en los dot plots de la Figura 8, existe una mayor frecuencia de células

GRP78 en muestras provenientes de meédula 6sea de individuos con LLA,

alcanzando un 11.14% del total de células viables mientras que su contraparte de

sangre periférica, sélo tiene una poblacién del 2.32% de células que relocalizan

GRP78.
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Figura 8. Relocalizacion de GRP78 en células leucémicas viables procedentes de médula 6sea
y sangre periférica de individuos con LLA. Se muestran citometrias representativas de las
tinciones de superficie llevadas a cabo en células de individuos pediatricos con LLA al momento del
diagndstico. Las células individuales viables analizadas para determinar GRP78 y su Isotipo fueron, en
ambos casos, seleccionadas a partir de los parametros FSC vs SSC y la regién negativa de 7AAD vs
Autofluorescencia con el siguiente promedio de eventos: isotipo (67182 eventos) y GRP78 (67551) La
coleccién de los datos se obtuvo en un citdmetro Moflo Astrios cell-sorter y fueron analizados con el

software Summit 6.3.

Para saber si la proteina GRP78 se relocaliza preferentemente hacia la membrana
plasmatica en células leucémicas, especialmente en LLA, se determind la presencia
de la proteina en células de sangre periférica de individuos pediatricos sanos. En la

Figura 9 se muestran los dot plots correspondientes a la tincion de superficie
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realizada sobre células linfoides provenientes de sangre periférica. Las células
viables se tomaron de la regiéon negativa para Zombie Violet y se observa que un
0.57% de las células relocaliza GRP78 hacia la superficie celular, frecuencia inferior

a las observada en las células leucémicas de individuos pediatricos con LLA.

Sano
Sangre Periférica

108 10¢ 102
Re

1044 104 1044

GATE

Zombie

10%9 Violet 1037 103
—_—

Autofluorescencia

T T
102 108 104 108 10° 104 108 100 101 102 108 104 108

Zombie Violet Isotipo GRP78

Figura 9. Relocalizacion de GRP78 en células linfoides de sangre periférica de individuo
sano. Dot plot de la tincién de superficie para GRP78 en células linfoides de sangre periférica en un

individuo sano. Las células individuales viables fueron seleccionadas de acuerdo a los parametros
FSC vs SSC y la region negativa de Zombie Violet vs Autofluorescencia con el siguiente nimero de
eventos: isotipo (95959) y GRP78 (108224). La coleccién de los datos se llevé a cabo en un citémetro

Moflo Astrios cell-sorter y fueron analizados con el software Summit 6.3.

En la figura 10 se comparan las frecuencias de las células GRP78 positivas entre
cada una de las fuentes (médula 6sea y sangre periférica) y condiciones (pacientes
con LLA y donadores sanos), en donde podemos observar que las células
leucémicas de médula dsea tienen una mayor frecuencia de células GRP78 positivas

con un promedio y error estandar del 3.95% + 1.38 (n=7), mientras que su
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Frecuencia GRP78 positivas %

contraparte de sangre periférica tuvo un porcentaje del 0.93% + 0.69 (n=3). Por su
parte, la muestra que se tiene de sangre periférica de donador pediatrico sano
presenta una frecuencia del 0.57%, inferior al porcentaje de las células leucémicas
de meédula 6sea pero dentro del promedio de las leucémicas provenientes de sangre
periférica. Al desglosar cada uno de los datos disponibles de los individuos con
leucemia, observamos que en médula ésea hay tres patrones de frecuencia,
resaltando el valor mas alto correspondiente al 11.14% de células GRP78+ del
paciente numero 1, mientras que en sangre periférica el valor mas alto fue de 2.32%.
Con respecto a las células de médula 6sea de pacientes sanos, la recoleccion de las

muestras se limitd debido a su disposicion en la institucidn de salud.
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Figura 10. Células de médula 6sea de pacientes pediatricos con LLA demuestran una mayor
frecuencia de células que relocalizan GRP78. Se muestra la frecuencia de las células individuales

viables positivas para GRP78 en individuos con LLA al momento de diagndstico e individuos sanos en
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dos diferentes fuentes (LLA Sangre Periférica; n=3, LLA Médula Osea; n=7, Sano Sangre Periférica;
n=1y Sano Médula Osea; n=0). En la gréafica de la izquierda los datos se presentan como la media +
s. e. y a la derecha se muestran los datos individuales. El analisis de los datos se realizd con el

software NCSS.

e Estimulacion con ISM1 recombinante en la linea celular RS4;11 de LLA.
De acuerdo con los resultados obtenidos acerca de la identificacion de la
relocalizacion de GRP78 hacia la membrana plasmatica en lineas celulares de LLA,
se decidid ocupar la linea celular RS4;11 de LLA-B para los experimentos de
estimulaciéon con ISM1 debido a que presenta una mayor frecuencia de células

GRP78 positivas con un 0.56%+0.041. Examinando la literatura, se observo que la

linea celular RS4;11 presenta el receptor de baja afinidad de ISM1, la integrina avp5,
por lo que se considero realizar la estimulacion con la poblacion total para descartar
un proceso de apoptosis mediado por esta integrina (Acharya et al., 2009). La figura
11 muestra los niveles de apoptosis después de la estimulacion con 1ug/mL de ISM1
recombinante de ratdn, observandose un promedio de células en proceso de
apoptosis (Anexina V positivas) del 1.11% de la poblacion total. Células apoptéticas,
cuya membrana ha perdido su integridad, caracterizandose por la unién de Anexina
V e incorporacion de 7-AAD al DNA, representaron un promedio del 2.42% de toda la
poblacion. A su vez, células negativas para Anexina V y 7-AAD que indican células
viables representaron la mayoria de la poblacion, teniendo un promedio del 96.42 %.
Por otro lado, células en la condicién control mostraron un promedio de células

viables del 95.7% entre el experimento y su duplicado. Las células Anexina V
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positivas representaron un promedio del 1.24% de la poblacién total de células

individuales analizadas. Con respecto a la frecuencia de células apoptéticas se

observé que un promedio del 2.92% de la poblacién celular fue positiva para Anexina

V y 7-AAD. Con este resultado se puede determinar que, aunque la linea celular

RS4;11 exprese la integrina avp5, bajo la estimulacién con ISM1 no induce un efecto

proapoptético, por otro lado, no se puede hacer una correlacion directa entre el

porcentaje de células GRP78 positivas y la muerte de las mismas bajo la interaccién

ISM1-GRP78 debido a su baja frecuencia.

Linea celularRS4
Control negativo (Medio libre de suero) 24 horas

B 0.08 %

3.22% "

0.06 %

2.62 %

7-AAD

Anexina V-APC

LineacelularRS4

Tratamiento ISM1 1pg/mL 24 hrs

0.05 %

2.46 %

0.06 %

2.38 %

7-AAD

Anexina V-APC
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Figura 11. ISM1 no tiene un efecto proapoptético sobre la linea celular RS4;11. Células de la
linea celular RS4 fueron tratadas con o sin 1ug/mL de ISM1 recombinante por 24 horas. Se determiné
el nivel de apoptosis con el kit Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7-AAD en el experimento y su
duplicado. La coleccién de los datos se llevé a cabo en un citometro Moflo Astrios cell-sorter y fueron

analizados con el software Summit 6.3.

e Estimulacion con ISM1 recombinante en células de individuos
pediatricos al momento de diagnéstico con LLA.

Los experimentos realizados buscando células leucémicas que relocalizan GRP78 en
muestras de pacientes con LLA al momento de diagndstico, revelaron que existe una
mayor frecuencia de células con este fenotipo en médula 6sea; 3.95% + 1.38. Para
conocer el efecto que ISM1 podria tener sobre las células que relocalizan GRP78, se
decidio estimular la poblacion total de células leucémicas provenientes de médula
6sea con 5ug/mL de ISM1 recombinante con el propdsito de establecer una
correlacion entre el porcentaje de células que relocalizan la proteina y la induccién de
apoptosis. Primero se determind la frecuencia de células que relocalizan GRP78,
mostrandose en la Figura 12 la citometria que se realizd en una muestra
descongelada de células leucémicas buscando la relocalizacion de GRP78. El
analisis se realiz6 utilizando células viables determinado por la region negativa a
Zombie Violet y la presencia de CD45, obteniéndose un 5.54% de la poblacion que
relocaliza GRP78 antes de la estimulacion. Culminado el tiempo de estimulaciéon con
la poblacion total de células, se realizd una tincidon de citometria con el fin de
determinar apoptosis con Anexina V/7-AAD Yy verificar si la poblacion GRP78 positiva

inicial habia desaparecido o baj6é en frecuencia debido al tratamiento con ISM1.
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CD45+ Zombie -

Ademas, se anadioé un tratamiento con BSA a una concentracién de 5ug/mL como

otro control negativo y corroborar el efecto de ISM1.

R20 R21 R20 R21

1044 1044
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Figura 12. Relocalizacion de GRP78 en células descongeladas de un individuo pediatrico con
LLA al diagnéstico. Se muestra la citometria de flujo realizada en células leucemias descongeladas
de un paciente pediatrico con LLA. La poblacién de analisis se determiné a partir de la region linfoide
FSC vs SSC y de las regiones Zombie Violet — y CD45+. La coleccion de los datos se llevo a cabo en

un citdmetro CytoFlex y analizados con el software CytExpert.

Los resultados obtenidos de los experimentos de estimulacion se muestran en la
Figura 13, las citometrias de la parte superior corresponden a la tincién para detectar
células apoptéticas. Examinando la condicién control, observamos que existe un
34.74% de células CD45+ que estan en apoptosis temprana, indicAndonos que per
se, hay una alta probabilidad de que las células mueran. Al comparar esta cifra con el
tratamiento con ISM1, observamos que el porcentaje de células en proceso de

apoptosis alcanza un 31.31%, cantidad inferior a la condicion control. Lo mismo
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sucedidé con la presencia de BSA, donde el porcentaje de células en proceso de
apoptosis alcanzé un 32.89% del total de la poblacién. Tomando los resultados en
conjunto, se sugiere que los niveles de apoptosis observados bajo el tratamiento con

5ug/mL de ISM1 no son propios del efecto de la proteina recombinante

Control BSA 5 ug/mL ISM1 5 ug/imL
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Figura 13. Efecto de la estimulaciéon con ISM1 en células de individuos pediatricos con LLA. El
experimento de estimulacion se realizé en la poblacion completa de células leucémicas de médula
6sea de paciente con LLA. Para la deteccién de apoptosis se analizaron células CD45+, mientras que
para determinar GRP78 se analizé la poblacion Zombie Violet-, CD45+. La coleccién de los datos se

llevé a cabo en un citometro CytoFlex y se analizaron con el software CytExpert.
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Al analizar lo que habia sucedido con las células GRP78 positivas viables iniciales,
recordando que se habia obtenido una frecuencia del 5.54%, se observd que la
frecuencia de las células Zombie Violet-, CD45+, GRP78+ aumentd su frecuencia
llegando hasta el 15.21% en la condicion control y 13.40% con el tratamiento de
BSA. De manera interesante, la frecuencia de células viables que relocalizan GRP78
disminuyd con el tratamiento con ISM1 en comparacion a la condicion control, lo que
sugeriria que hay una interaccién ISM1-GRP78 y una subsecuente internalizacion del
complejo sin llegar a inducir un proces6 apoptotico detectable con la citometria de
flujo. Es un hecho que diversos factores estan alterando la supervivencia de las
células por lo cual un efecto claro sobre las células GRP78" no puede ser observado
durante la estimulacion con ISM1. Ademas, la baja frecuencia de células que
relocalizan GRP78 en la poblacion total imposibilita correlacionar el efecto de ISM1
con el numero de células GRP78+ en apoptosis.

e Purificacion de células que relocalizan GRP78 a través de FACS y

columnas inmunomagnéticas.

Dados los resultados de estimulacion con la poblacion total, tanto en la linea celular
como en células de pacientes con LLA al diagndstico, en primera instancia se decidio
purificar las células de interés de la linea celular RS4;11 con el fin de observar el
efecto que ISM1 podria tener sobre las células purificadas que relocalizan GRP78.
Utilizando FACS como técnica para purificar la poblacién de interés, se obtuvieron
los resultados presentes en la Tabla 2, donde se muestra la cantidad inicial de
células para FACS y el numero de células recuperadas utilizando un Flow Cytometer

System Moflo Astrios.
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Tabla 2. Numero de células GRP78 positivas obtenidas por FACS en la linea celular RS4:11.

Numero de células iniciales RS4;11 Células GRP78 positivas recuperadas
Exp. 1 1X107 30,410
Exp. 2 7X10° 1,550
Exp. 3 5X108 3,690

Podemos observar que la eficiencia de recuperacion de ésta células es muy baja,
ademas, se combina con la baja frecuencia de éstas células en la linea celular
RS4;11 de LLA. Por este motivo, se tomd la opcidén de enriquecer la poblacién de
células de interés a partir de muestras de pacientes con LLA al diagnéstico, fuente en
la que hemos demostrado que existe una mayor frecuencia de células que
relocalizan GRP78 (3.95% + 1.38%). El proceso de purificacion se realizé ocupando
columnas y perlas magnéticas con el propdsito de realizar una seleccion positiva
para enriquecer la poblacion GRP78". También, se realizdé un experimento utilizando
FACS para corroborar la purificaciéon utilizando células de pacientes. Los resultados

de éstos procesos se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Numero de células GRP78 positivas obtenidas por columnas-perlas magnéticas y FACS a

partir de células de pacientes con LLA

Numero inicial de células de pacientes

Células GRP78 positivas recuperadas

con LLA
Médula 6sea 2.5 X107 células
5,250
(Perlas Magnéticas)
Médula ésea 2.5 X107 células
3,600
(Perlas Magnéticas)
Médula 6sea 5x106 células (FACS) <1000

Dos experimentos se realizaron utilizando células provenientes de médula 6sea del
paciente numero 1 diagnosticado con LLA y con la tecnologia de perlas magnéticas.
En ambos casos, la recuperacion de las células de interés fue muy baja como para
poder realizar los experimentos de estimulacion con ISM1. Para finalizar, se realizo la
purificacion utilizando FACS en células del mismo paciente sin lograr una buena
recuperacion de las células GRP78 positivas, situacion similar al uso de perlas

magnéticas y a la linea celular RS4;11 de LLA.
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9 Discusion

El reticulo endoplasmico (RE) es el principal organelo encargado de la sintesis,
doblaje, maduracioén y trafico de proteinas presentes en la célula (Lee, 2007). La
exposicion de las células a condiciones de estrés tales como: inanicion de glucosa,
inhibicidn de la glucosilacién de proteinas, alteracion en la homeostasis del Ca®* o
disponibilidad de oxigeno, causa un estrés en el RE y desencadena la activacion de
la UPR (Unfolded Protein Response) con el fin de promover la supervivencia celular
(Fulda et al., 2010, Lee, 2007). La proteina de choque térmico GRP78 (Glucose
regulated protein 78), ha sido establecida como una importante chaperona residente
del reticulo endoplasmico y un componente importante en la modulacion de la via
UPR (Pfaffenbach and Lee, 2011). Se ha demostrado que GRP78 esta altamente
inducida en una gran variedad de tumores, desempefiando un papel crucial en la
supervivencia de células, progresion del tumor, angiogénesis, metastasis y
resistencia a la quimioterapia (Ni et al., 2011).

Tradicionalmente, GRP78 se reconoce como una proteina que se localiza en el RE,
sin embargo, estudios han reportado que una fracciéon se puede relocalizar hacia la
membrana plasmatica de células cancerosas pero no en células normales (Zhang et
al., 2010, Ni et al.,, 2011) Nuestros resultados muestran que las lineas celulares
cancerosas de LLA utilizadas tanto de LLA-B (RS4;11 y Reh) como de LLA-T (Jurkat
y CCRF) presentan una pequeia poblacion que relocaliza GRP78 hacia la
membrana plasmatica, siendo la linea celular RS4;11 la que mayor frecuencia
presenta en comparacion a sus contrapartes de sangre periférica y de linaje (Fig. 1).

Es de importancia resaltar que la linea celular RS4;11 se origind a partir de células
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leucémicas de médula 6sea, fuente donde se establecid la linea celular de LLA-B
Sup-B15 donde se identificd la presencia de GRP78 en la superficie celular a partir
de un estudio protedmico global de la membrana plasmatica, sin embargo, el estudio
no advierte la frecuencia de las células que relocalizan la proteina (Shin et al., 2003).
La relocalizacion de GRP78 se corrobor6 en la linea RS4;11 utilizando la
microscopia de flujo como método de analisis (Fig. 5). Los resultados utilizando esta
tecnologia nos muestran que la mayor parte de las células viables no relocaliza
GRP78 en la superficie, mientras que un pequefio porcentaje relocaliza la proteina
en la superficie celular, situacion contraria a lineas celulares de otros tipos de cancer.
Estudios utilizando lineas celulares de cancer de colon muestran que las lineas
celulares HCT116 y HM7 alcanzan hasta un 85% de frecuencia de células que
relocalizan GRP78 en la membrana plasmatica(Hardy et al., 2012). Por otro lado,
diversos estudios han demostrado que los niveles de GRP78 en la superficie celular
varian dependiendo de la linea celular, por ejemplo, la linea celular MDAMB468 de
cancer de mama tiene niveles mayores de GRP78 de superficie en comparacion a la
linea BT474 (Raiter et al., 2014).

Estrés en el reticulo endoplasmico puede ser inducido por diversos agentes como la
tapsigargina para aumentar los niveles de GRP78 hasta 12 veces mas en la
superficie como se ha explorado en la linea celular 293T, sin embargo, el incremento
por estos mecanismos podria disminuir su viabilidad. (Zhang et al., 2010). Debido al
estrés al que podrian estar sujetas las células y a la muy probable susceptibilidad de

apoptosis, las lineas celulares de LLA no se estimularon con agentes estresantes del
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RE como la Tapsigargina o Doxorubicina para incrementar los niveles de GRP78 en
la membrana plasmatica.

Las imagenes obtenidas a partir de la microscopia de flujo, nos muestran que GRP78
se distribuye uniformemente en la membrana plasmatica de la linea RS4;11, sin
embargo, la forma en que podria estar en la superficie celular no ha sido bien
establecida. Un estudio realizado utilizando el software TMpred predicator program y
la secuencia de aminoacidos de GRP78 revel6 un modelo de conformacién en la
membrana incluyendo cuatro posibles dominios transmembrana con los extremos N-
terminal y C-terminal orientados hacia el espacio extracelular.(Zhang et al., 2010). El
anticuerpo utilizado para detectar GRP78 en la superficie celular de las lineas
celulares de estudio, es un monoclonal que se une al extremo C-terminal de GRP78,
lo que indica que en la linea RS4:11 ubica su extremo C-terminal en el espacio
extracelular (de Ridder et al., 2012). Recientemente se han llevado a cabo estudios
acerca de otras posibles configuraciones de GRP78 en la membrana plasmatica,
destacando el modelo embebido en la membrana plasmatica, asociada a un
complejo con proteinas transmembrana y/o anclanda a Glycosylphosphatidylinositol
(GPI) (Tsai et al., 2015). Analisis complementarios revelaran cual es la configuracién
de GRP78 en la membrana plasmatica de las lineas celulares de LLA ya que las
estructuras mencionadas varian en cada tipo celular y pueden o no estar presentes
de manera simultanea en una célula (Tsai et al., 2015).

Se sabe que GRP78 puede desencadenar un proceso proapoptoético, de proliferacion
0 sobrevivencia jugando un papel muy importante en el desarrollo y progresion del

cancer, sin embargo, las funciones de GRP78 en el sistema hematopoyético mas alla
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de su participacion en la UPR, tanto en condiciones de homeostasis como en
diversos trastornos hematoldgicos esta por descubrirse. Se ha reportado que GRP78
contribuye en el mantenimiento, supervivencia y quiescencia de células troncales
hematopoyéticas. Asi lo demostré un estudio utilizando un raton knockout inducible
para GRP78 en el sistema hematopoyético, el cual resultdé en la reducciéon de la
poblacién de HSCs debido a un incremento en la apoptosis y a una baja produccién
de células progenitoras linfoides en la médula 6sea (Wey et al., 2012a, Miharada et
al., 2011). Otro estudio reportd que existe una sobreexpresion de GRP78 a nivel de
MmRNA en leucemias, sugiriendo este aumento como un factor causante de la
resistencia a la quimioterapia y recaida temprana (Uckun et al.,, 2011). Con los
resultados obtenidos de las lineas celulares, se decidié explorar si las células de
individuos pediatricos con LLA al diagndstico presentaban una poblaciéon que
relocaliza GRP78 hacia la membrana plasmatica. El analisis de citometria de flujo
muestra que las células de LLA provenientes de médula ésea muestran una
frecuencia media mayor de células que relocalizan GRP78 que su contraparte de
sangre periférica e individuo sano, muy similar a la tendencia observada en las lineas
celulares de LLA evaluadas. Las razones por las que hay una mayor frecuencia de
células GRP78+ en individuos pediatricos en comparacion a las lineas celulares de
LLA no han sido establecidas, sin embargo, se ha demostrado que en otros modelos
de cancer, como el de mama, moléculas como la Doxorubicina o Taxotere inducen la
sobreexpresion y relocalizacion de GRP78 hacia la membrana plasmatica,

incrementandose la frecuencia de células GRP78+ hasta un 50+7.7% en
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comparacién a la frecuencia original (7%)(Raiter et al., 2014). El microambiente
tumoral caracterizado por hipoxia, privacion de glucosa o una alteracién en la
homeostasis del Ca?* podrian contribuir en la aparicion de células leucémicas que
relocalizan GRP78 en la LLA, principalmente en médula 6sea. Un hecho importante
con respecto a los datos, es que las células GRP78" entre los pacientes al momento
del diagndstico con LLA presentan una dispersion en cuanto a sus frecuencias. Si
tomamos el hecho de que la sobreexpresion y subsecuente relocalizacion de GRP78
facilita la progresion del tumor, migracion, metastasis y resistencia a farmacos (Li et
al., 2013) la diferencia de frecuencia de células GRP78+ entre las muestras de
individuos con LLA podria estar relacionada con el prondstico de la enfermedad ya
que al ser una proteina de sobrevivencia, le daria ventajas de sobrevivencia a las
clonas leucémicas frente a las terapias de quimioterapia. En un estudio realizado en
células de pacientes con LLA-B se observd que las clonas leucémicas resistentes
aumentaban hasta un 2.6+0.7 veces la expresion de GRP78 en comparacion a las
clonas en la etapa de diagnéstico (Uckun et al., 2011). Aunado a esto, estudios se
han llevado a cabo acerca de la secrecion de GRP78 y se ha observado que hay una
correlacion entre los niveles de GRP78 en plasma y el estado del tumor (Ma et al.,
2015). Futuras investigaciones deben llevarse a cabo para determinar si esta
diferencia en las frecuencias es significado del prondstico de la enfermedad en
leucemias y si la presencia per se de la poblacion y/o la cantidad de GRP78 en

plasma, pueden ocuparse como un marcador prondstico para la LLA.
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GRP78 en la superficie celular, tiene la capacidad de unirse a diferentes ligandos que
desencadenan en la célula cancerosa sefales de supervivencia/proliferacion (oM y
Cripto) o apoptosis (Par-4 y Kringle 5) (Ni et al., 2011). En este contexto, se ha
reportado que ISM1, una proteina de secrecion de 60kDa que se produce en células
NK 'y NKT, también interacciona con GRP78 presente en la membrana plasmatica de
células cancerosas desencadenando muerte celular por apoptosis. (Valle-Rios et al.,
2014, Chen et al., 2014). Los resultados obtenidos demuestran que la linea celular
RS4;11 presenta una poblacion del 0.56% + 0.041 que relocaliza GRP78, sin
embargo, practicamente toda la poblacion produce la integrina avp5, receptor de baja
afinidad de ISM1 que ha demostrado desencadenar apoptosis en células endoteliales
bajo su interaccion (Acharya et al., 2009, Zhang et al., 2011). Debido a esto, se probd
la estimulacién de la poblacién total de la linea RS4;11 con 1ug/mL de ISM1, dando
como resultado el nulo efecto proapoptético esperado, comparado con el control
negativo, dada la presencia de la integrina avp5. Este resultado permitio establecer
que la presencia y/o niveles de expresion de la integrina en las células leucémicas no
causaria interferencia en la observacion del efecto proapoptético desencadenado por
la administracién de ISM1 a la concentracion de 1ug/mL. Después de la estimulacion,
no se pudo establecer una correlacion entre la frecuencia de células apoptéticas o en
proceso de apoptosis y la frecuencia de células GRP78 positivas dada la baja
frecuencia de la poblacién de interés o debido a la cantidad de ISM1 recombinante
administrada, aunque la concentracién empleada fue reportada en desencadenar la

internalizaciéon del complejo ISM1-GRP78 dentro de las tres primeras horas de
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estimulaciéon en células HUVEC.(Chen et al.,, 2014) Es por esto, que se decidi6
purificar las células que relocalizan GRP78 para observar el efecto proapoptético
propuesto a través de la via ISM1-GRP78. A través de FACS no fue posible aislar el
suficiente numero de células GRP78 positivas de la linea celular RS4;11
presumiblemente por la baja frecuencia en la que estan presentes en la poblacién
total de la linea RS4;11 ya que se partié de un nimero maximo de 1X10” células. Se
determind que existe una variacion en los porcentajes de células GRP78+
recuperadas a través de FACS del 0.30 (Exp.1), 0.02 (Exp. 2) y 0.07% (Exp. 3) lo
podria estar relacionado con el numero de pases de la linea celular o al estrés y
subsecuente muerte de las células GRP78+ provocado por el FACS. Por este motivo,
se considerd el uso de células de individuos con LLA al momento del diagndstico ya
que el presente estudio demostré6 que existe una poblacion de células leucémicas
que relocaliza GRP78 hacia la membrana plasmatica, teniendo una frecuencia media
del 3.95% £ 1.38 en médula 6sea. Por este motivo se consideraron las muestras de
pacientes como una fuente alterna para probar el efecto propuesto de ISM1.

De igual manera que en la linea celular RS4, primero se exploro el efecto de ISM1
sobre células leucémicas totales de médula 6sea provenientes de individuos con LLA
al diagnostico. La frecuencia de células apoptéticas en el tratamiento con ISM1
(31.31%) no corresponde con la frecuencia inicial de células que relocalizan GRP78
(5.54%) en la poblacion total al inicio de la estimulacion. Al analizar los resultados
observamos que entre la condicién control y el tratamiento con ISM1, practicamente
tuvieron una frecuencia similar de células en proceso de apoptosis; 34.74% y 31.31%

respectivamente. Estos resultados siguieren que existe un elevado nivel de apoptosis
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en las células de los pacientes con LLA sin ser causa del tratamiento con ISM1 y
muy probablemente debidos al estrés provocado por la ausencia de factores de
sobrevivencia/proliferacion como son; SCF, IL-3, FLT3 y nutrientes como: glucosa,
triglicéridos, colesterol entre otros. De acuerdo con esto, un estudio reciente
realizado con células de individuos con Leucemia Mieloide Aguda mostré que in vitro
las células exhiben altos niveles de apoptosis espontanea (*90%), indicando que el
microambiente hematopoyético, en especial los adipocitos y produccion de FABP4,
juegan un papel critico en la supervivencia de las células leucémicas (Shafat et al.,
2017).

Especulando acerca de lo que pasaria con la poblacién GRP78 positiva después del
tratamiento con ISM1 (esperando la reduccion y/o desaparicion), se determiné la
frecuencia de células viables que relocalizan GRP78 y se obtuvo un incremento
considerable en la frecuencia (11.58%) con respecto al inicio de la estimulacion
(5.54%). Esto nos habla de que un posible estrés debido a la falta de senales de
sobrevivencia y proliferacion del microambiente hematopoyético o el estrés inducido
por la descongelacion sensibilizaron a las células leucémicas a sobreexpresar y
relocalizar GRP78 hacia la membrana plasmatica. Un hecho interesante se observa
en la reduccion de la frecuencia de GRP78 en el tratamiento con ISM1 (11.58%) en
comparacién a la frecuencia observada en la condicion control (15.21%). Esta
reduccion en la frecuencia podria deberse a la interaccion ISM1-GRP78 y la
subsecuente internalizacion del complejo, mostrando solo aquellas células que no

llegaron a endocitar GRP78, o bien, la eliminacién de las células GRP78" por el
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mecanismo de accion propuesto para ISM1 sin que estas fueran registradas por
citometria debido a su eliminacion. (Chen et al., 2014). Como se menciond
anteriormente, es muy probable que diversos factores que promueven la
sobrevivencia y proliferacién de las células leucémicas como son SCF, IL-3, IL-7 y
FLT3 sean necesarios para mantener vivas a las células leucémicas de pacientes
con LLA, sin embargo, la administracion de estos podria influir en el efecto
proapoptotico promovido por ISM1(Nijmeijer et al., 2009) Optimizacion de un medio
de cultivo libre de suero o de factores de crecimiento hematopoyético especifico para
células de LLA es necesario para poder observar un efecto claro de ISM1 sobre
células leucémicas que relocalizan GRP78. Investigaciones futuras tendran que
realizarse para determinar el efecto de ISM1 sobre células leucémicas de LLA, sobre
todo aquellas en cuestion del mantenimiento y sobrevivencia de células leucémicas
provenientes de individuos pediatricos con LLA, ya que el aislamiento por FACS y

perlas magnéticas no fue posible utilizando condiciones estandar de cultivo in vitro.
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10 Conclusiones

El estudio determin6 que muestras de individuos pediatricos al momento de
diagnodstico con LLA, presentan una poblacién, variante en frecuencia, de
células que relocalizan GRP78 hacia la membrana plasmatica.

El efecto proapoptotico de ISM1 sobre las células leucémicas de individuos
pediatricos que relocalizan GRP78 en la superficie celular, a través de la via
ISM1-GRP78, no pudo ser determinado en el sistema in vitro utilizado.

Una reduccién en la frecuencia de células viables GRP78 positivas en el
tratamiento con ISM1 con respecto al control negativo, sugiere la interaccion

ISM1-GRP78 y su subsecuente internalizacion.

11 Perspectivas

Optimizar el método de purificacion de células que relocalizan GRP78 hacia la
membrana plasmatica provenientes de individuos pediatricos al momento de
diagnostico con LLA.

Fenotipificar las células que relocalizan GRP78 presentes en individuos con
leucemia al momento del diagndstico con LLA.

Determinar el papel funcional de GRP78 en la membrana plasmatica de
células leucémicas de individuos con LLA.

Elucidar el efecto a nivel celular y molecular que ISM1 tiene sobre células

leucémicas de LLA que relocalizan GRP78 hacia la superficie celular
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