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Resumen

La enfermedad de von Hippel-Lindau es una patologia rara autosémica dominante que cursa con la
aparicion de tumores benignos en el sistema nervioso central, denominados hemangioblastomas. Su
prevalencia es de 1:36.000. Los afectados de esta enfermedad presentan una mutacion en el gen VHL, que
esta involucrado en diversas rutas de proliferacion y angiogénesis, entre ellas la de HIFa. Esta enfermedad
por lo general es familiar, heredandose la mutacion en uno de los alelos de alguno de los progenitores. A
pesar de esto, existe una gran variabilidad en los sintomas presentados y la gravedad de los mismos dentro
de cada familia. Para que se formen los hemangioblastomas, es necesaria una segunda mutacién en el otro
alelo de VHL. Estudiamos un caso grave de von Hippel-Lindau en un paciente joven con un desarrollo de
la enfermedad mas agudo de lo normal. Se realizé un analisis proteico mediante Western Blot para detectar
la presencia de proteina de VHL en cultivos de hemangioblastoma del paciente. Los resultados confirmaron
la pérdida completa de la proteina en sus células mutadas. Es importante en este tipo de casos la atencion
personalizada a los pacientes, analizandose cada caso individualmente para obtener la mejor terapia
posible para cada uno de ellos. Actualmente el Unico tratamiento real es la cirugia para extraer los tumores
que generan sintomas graves. Es por tanto crucial encontrar farmacos que logren reducir el nimero de
intervenciones que necesiten los afectados y que consigan parar el crecimiento de los tumores. Se analizd
en este estudio también la eficacia de dos tratamientos posibles sobre las células del paciente, siendo estos
ICl 118-551 y olaparib. Posteriormente, se analizo la viabilidad, observandose una reduccion de esta con
ambos tratamientos a diferentes niveles.
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Introduccién

La enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL) es una patologia rara hereditaria autosdémica dominante que
afecta a 1 de cada 36.000 personas en el mundo [1]. Esta caracterizada principalmente por la aparicion de
tumores benignos denominados hemangioblastomas (HB) en el sistema nervioso central (SNC) y retina.
Ademas, pueden darse otras afecciones graves como el cancer renal de células claras (ccRCC), adenomas
en otros o6rganos o feocromocitomas [2]. Es importante destacar que en el 90% de los casos de ccRCC,
existe una inactivacion previa del gen VHL [3].

La enfermedad lleva el nombre del oftalmoélogo Eugen von Hippel, quien primero identifico y describio los
hemangioblastomas en la retina, y del médico Arvid Lindau, que descubrio la relacion entre estas lesiones
oculares y otros HB cerebrales, asi como con tumores en 6rganos internos. Lindau también publico por
primera vez el espectro clinico de la enfermedad. Existen dos grupos principales en la enfermedad de VHL.
En el tipo 1 no se desarrollan feocromocitomas, mientras que en el tipo 2 si aparecen estos tumores. El tipo
2 se subdivide en tres categorias: el tipo 2A, que presenta un alto riesgo de cancer renal; el tipo 2B, con un
bajo riesgo de céancer renal; y el tipo 2C, que agrupa a pacientes que Unicamente desarrollan
feocromocitomas [2].

La histologia de los HB es altamente variable. Estos tumores proceden de tejido vascular, alrededor de los
cuales suelen crecen quistes. Se componen esencialmente de dos tipos celulares: estromales y endoteliales
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de vasos sanguineos. Las primeras son células neoplasicas con mutacion en VHL y presentan numerosas
vesiculas lipidicas. Los tumores presentan ademas una gran variabilidad estructural [1].

La penetrancia de la enfermedad es completa, se desarrollan sintomas en mas del 90% de los pacientes a
los 65 afios. Esto subraya la importancia de un rapido diagnostico y seguimiento en individuos con
antecedentes familiares de la enfermedad. No obstante, aproximadamente el 20% de los casos de VHL se
dan por mutaciones de novo, lo que enfatiza la necesidad de un eficiente diagndstico incluso en personas
sin antecedentes familiares. Ademas, los sintomas tan variados que presentan los pacientes pueden hacer
que el diagnostico se retrase en ocasiones durante muchos afios. La enfermedad tiene una expresividad y
severidad muy variable, con observacion de distintos fenotipos dentro de cada familia.

A pesar de que los HB estan clasificados como benignos desde un punto de vista anatomopatologico, el
crecimiento de multiples tumores en 6rganos tan sensibles conlleva un riesgo significativo para la salud de
los afectados. Los sintomas mas comunes son: amaurosis (pérdida temporal de la vision por ausencia de
circulacion en retina), cefaleas, dolor de espalda, pérdida de sensibilidad en miembros, mareos,
desequilibrio, etc. Los tratamientos actuales se basan fundamentalmente en la cirugia convencional para la
extraccion de los tumores. Sin embargo, se procura evitar estas intervenciones siempre que su crecimiento
no genere sintomas graves, debido a su complejidad. A causa de esto, las cirugias deben ser realizadas por
un neurocirujano con experiencia probada en el manejo de pacientes con VHL.

Los pacientes con VHL familiar poseen un alelo del gen VHL mutado, que carece de funcion, y que
normalmente es heredado de uno de los progenitores. Se han identificado hasta 500 mutaciones distintas en
la linea germinal que pueden dar lugar a la patologia. La alteracion siempre sera la misma en los miembros
de una misma familia. Una mutacion espontanea, conocida como second-hit, en la segunda copia del gen
es la causante de la malignizacion de las células, permitiendo la formacion de los tumores caracteristicos
de la enfermedad [2].

El gen VHL se encuentra en el brazo corto del cromosoma 3 (citobanda 3p25-26) y es considerado un gen
supresor de tumores. Este gen codifica una proteina (pVHL) compuesta por dos dominios o y 3, que forma
parte del complejo VCB-CUL2, junto con la Elongina B y C [4]. Este complejo es una ubiquitin ligasa E3
y tiene como funcidn favorecer la degradacion de distintas proteinas como el factor inducible por hipoxia,
HIFa. Las consecuencias de la inactivacion de VHL se pueden dividir en dependientes o independientes de
HIF [1].
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Figura 1.- Funcion del complejo de pVHL en normoxia (A) e hipoxia (B) sobre HIFa. Efectos de la
alteracion de pVHL en la enfermedad von Hippel-Lindau sobre HIFa (C).

En presencia de oxigeno, HIFa es hidroxilado por las polilhidroxilasas (PHDs), pudiendo asi ser reconocido
por pVHL, que lo ubiquitina para que sea degradado por el proteosoma. En condiciones de hipoxia, las
PHDs no pueden hidroxilar HIFa por lo que no puede ser reconocido por pVHL evitando asi su
degradacion, dimerizando con HIFp y, tras dimerizar con HIFB, ambos se translocan al nucleo. Alli,
favorecen la expresion de diversos genes implicados en proliferacion, diferenciacion y angiogénesis, entre
ellos, VEGF. Las alteraciones en el gen de VHL resultan en una pseudohipoxia cronica y en la
sobreexpresion de factores de crecimiento y otros genes proliferativos, desestabilizando asi el ciclo celular



[3] (Figura 1). En cuanto a los efectos independientes de HIF, pVHL participa en la formacion de la matriz
extracelular, es un activador de p53 y retrasa la senescencia celular [1].

En el marco de este trabajo de Fin de Master (TFM) se ha continuado un estudio previo sobre un paciente
con VHL, que debuto con sintomas a los 11 afios y que presenta una manifestacion severa de la enfermedad,
llevandolo a someterse a un gran niimero de cirugias a edad temprana. El paciente heredé la mutacién en
VHL de su padre, una delecion completa de uno de los alelos, y tiene una hermana también afectada. Entre
los 13 y los 25 afios se le han realizado hasta 7 intervenciones, a su hermana solamente 1 y a su padre 4. El
padre debutd con sintomas a una edad mas tardia (a los 42 afios) y desde 2014 se encuentra en una fase
estable, sin sintomas (Figura 2). Este caso es de especial interés ya que se intenta identificar una posible
causa para la expresion tan aguda de la enfermedad, en comparacion con sus familiares que comparten la
misma mutacion, pero con manifestaciones clinicas en un grado mucho menor.
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Figura 2.- Linea temporal que muestra las cirugias en el paciente (III-1), su hermana (III-2) y su padre
(II-1), asi como las edades a las que se dieron.

En un estudio genético previo a partir de una muestra de HB del 2022 y sangre del paciente, se localiz6 una
heterocigosis en el gen CHEK?2 en la linea germinal, afectando al primer nucleétido del intrén 10. Esta
mutacion produce un cambio en el procesado del mensajero y una parada prematura en la traduccion del
exon 10, con la sintesis de una proteina truncada. Segtin la escala CADD (Combined Annotation Dependent
Depletion), tiene un valor de 34, indicativo de alto valor predictivo de patogenicidad [5]. Esta escala es una
herramienta para la evaluacion de los posibles efectos nocivos de una mutacion, ya sean variantes de un
nucledtido, deleciones, sustituciones, etc. Cada puntuacion se obtiene tras una integracion de diversos datos
obtenidos tanto de variantes naturales como de otras simuladas [6]. Tras un analisis genético en la familia
del paciente, se detectd la misma mutacion en su madre, quien no presentaba mutaciones en VHL, y que
habia padecido de carcinoma de mama, también relacionado con alteraciones en CHEK? [5] (Figura 3).
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Figura 3.- Arbol genealogico del paciente (ITI-1), en el que se puede ver la herencia de la mutacién en
VHL de su padre (II-1) y de la mutacién en CHEK? de su madre (II-2).

CHEK? es un gen que se encuentra en el brazo largo del cromosoma 22 (22q.13) y que codifica la proteina
checkpoint 2 quinasa, encargada de regular el ciclo celular mediante la fosforilacion de multiples sustratos.
Se ha establecido como un supresor de tumores ya que su funcion elemental es prevenir la inestabilidad en
el ADN mediante su reparacion o, a ultima instancia, deteniendo el ciclo celular y provocando la apoptosis
[7]. Uno de sus sustratos diana de activacion en presencia de dafo celular es la proteina VHL, al mismo
tiempo que favorece la transactivacion de p53 por parte de esta [8].

Tomando como punto de partida todos estos datos, en este TFM se busca localizar posibles second-hits en
VHL en diferentes HB del paciente a partir de muestras obtenidas en varias cirugias. En un estudio previo
del exoma de estos HB no se encontré evidencia de mutaciones en la secuencia del segundo alelo de VHL



no mutado en linea germinal, en todos ellos. Por tanto, se plantea la hipotesis de que estas alteraciones se
encuentren en alguna zona reguladora del gen, o que sean consecuencia de una hipermetilacion del ADN.
Este tipo de modificaciones no son perceptibles para un analisis secuencial del ADN. Para averiguarlo,
realizaremos un analisis de las proteinas de los diferentes HB mediante un ensayo de Western Blot (WB).
En el caso de que se detectara presencia de pVHL en alguno de los hemangioblastomas, podriamos plantear
una segunda hipdtesis de que el second-hit puede darse en trans entre el alelo de VHL que esta delecionado
en linea germinal y el alelo mutado de CHEK?. Es decir, podria existir una cooperacion entre las mutaciones
en diferentes genes supresores tumorales para dar lugar a crecimiento de los hemangioblastomas.

En cuanto al abordaje terapéutico, solo las cirugias son el tratamiento general para el sindrome de VHL [2].
Sin embargo, en 2017, el propranolol, un antagonista no especifico de los receptores adrenérgicos Bly B2,
fue declarado medicamento huérfano por la European Medicines Agency (EMA) para la enfermedad de
VHL, después de un ensayo clinico con 7 pacientes, entre los que se incluia al paciente en estudio [9]. Este
paciente fue tratado con una dosis de 120 mg de propranolol (Sumial) diaria durante 1 afio desde diciembre
del 2015 hasta enero del 2017. Durante este tiempo, no se registrd ninglin crecimiento en los
hemangioblastomas de retina del paciente. Tras la finalizacién del ensayo, el paciente abandond el
tratamiento, por su efecto hipotensor. En efecto, el propranolol fue introducido en medicina, a mediados de
los aflos 50 del siglo XX, para el tratamiento de hipertension, migraiias, arritmias y para el tremor esencial.
El propanolol tiene capacidad para la reduccion de la presion sanguinea debido a la uniéon con los receptores
B1, que son muy abundantes en el musculo cardiaco. Este efecto secundario, puede ser no deseado en
pacientes con hipotension, o que no son capaces de adaptarse a la bajada de tension, lo cual puede ser un
importante efecto secundario para ellos [10]. Es debido a esta razon por la cual no hubo adherencia en el
tratamiento por parte del sujeto de este estudio.

Teniendo en cuenta esta circunstancia, se investigd en una serie de articulos como el ICI-118,551 (ICI)
podria ser una alternativa para el tratamiento de pacientes con VHL e hipotensos. ICI es un bloqueador del
receptor adrenérgico B2 de forma especifica. Ha sido demostrado su efecto sobre la viabilidad celular de
HB, activando la apoptosis. También es capaz de dificultar la traslocacion del factor HIF1a al nicleo en
estas células, reduciendo asi los efectos proangiogénicos [10]. Este firmaco, nunca comercializado porque
no se le encontraron aplicaciones terapéuticas, seria mas favorable para el tratamiento de pacientes de VHL,
al carecer de los efectos secundarios de hipotension y bradicardia. Sin embargo, actualmente no esta
aprobado para su uso farmacologico, encontrandose en fases preclinicas.

Por tanto y ante la evidente la dificultad para tratar este caso en especifico mediante fArmacos dirigidos a
VHL, se planted, que una forma de reducir la frecuencia y severidad de las cirugias del paciente podia ser
inhibiendo el efecto de la mutacion de CHEK?2, como una alternativa para frenar el disparo del crecimiento
de los hemangioblastomas debido a la mutacion en este gen. La opcion de administrar un farmaco
suficientemente eficaz para poder frenar el crecimiento de los HB es crucial dada la gravedad de su caso.
Ademas, la demostracion de los efectos positivos de un tratamiento sobre los cultivos primarios de este
paciente seria un estudio de terapia personalizada, podria ayudar a superar las dudas para que el paciente
pudiera empezar el tratamiento propuesto.

De esta forma se consider6 el olaparib, como alternativa mas sélida para aminorar el crecimiento tumoral.
Este farmaco esta aprobado por la FDA (U.S. Food and Drug Administration) como tratamiento para
diversos tipos de cancer que presentan mutaciones en BRCA y otros genes como CHEK?2, con funcién en
la reparacion de ADN mediante recombinacion homdloga. Es un inhibidor de la ADP-ribosa polimerasa
(PARP), que es el mecanismo principal de supervivencia en células con fallos en reparacion de ADN [11].

En este trabajo hemos analizado los efectos tanto de ICI como de olaparib en 3 cultivos primarios de tres
tumores de cirugias de HB como un primer paso para poder facilitarle una opcién al paciente para un mejor
tratamiento de su enfermedad. No so6lo es importante la disminucién de los sintomas y las cirugias, sino
que el sujeto no se vea obligado a renunciar a una vida plena y satisfactoria para poder llegar a esta meta.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

Los experimentos fueron realizados en cultivos primarios de HB del SNC a partir de muestras de tumores
del paciente de estudio. Las muestras habian sido recogidas en tres cirugias distintas, en 2018 (Hb24cib),
2020 (Hb38cib), ambas de médula espinal, y 2024 (Hb73cib), de cerebelo.

Cada HB fue lavado con PBS y disgregado mecanica y quimicamente con colagenasa (Sigma), durante 10
o 15 minutos en agitacion a 37°C. Posteriormente se paso por un filtro de 40pum para obtener las células de
HB, que se sembraron en un pocillo de una placa P6 con medio de cultivo RPMI (Gibco) para favorecer su
crecimiento.

Se utilizaron como control de los experimentos células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)
de una linea comercial (Lonza). Fueron cultivadas en medio basal para células endoteliales (EBM2, Lonza)



Tratamiento personalizado en von Hippel-Lindau con olaparib

suplementado con medio de crecimiento para células endoteliales (EGM2, Lonza) y factores de crecimiento
como VEGF, EGF, FGF, entre otros (EGM2 SingleQuots, Lonza). Para el cultivo de estas células
endoteliales fue necesario realizar un tapizado o coating de las placas con colageno o con gelatina bovina
al 0,2% (Sigma) en PBS.

HUVEC Hb73cib

Figura 4.- Imagen comparativa de células HUVEC y de hemangioblastomas (en este caso, del cultivo
Hb73cib) al microscopio optico.

Todos los medios fueron suplementados ademas con 20% de suero bovino fetal (SFB, Gibco), 2mM de L-
Glutamina, 100u/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco), antibidtico-antimicotico 100X (Gibco) y
Mycozap (Lonza).

Western Blot para el analisis de los niveles de pVHL

Se realizé un lisado celular a partir de una placa P10, que contenia alrededor de 1 millon de células, con la
finalidad de obtener proteinas para el WB. El cultivo se tripsinizoé (tripsina-EDTA) y se centrifug6 a 1.200
rpm durante 5 minutos. Al pellet resultante se le afiadieron 200ul de buffer de lisis (TNE 1x, Tritéon 0,5%,
inhibidor de proteasas 1x, inhibidor de fosfatasas 1x y lactacistina 5SuM), congelandose a -20°C para facilitar
la lisis. Continuando el procesado de las muestras, se descongelaron y tras unos minutos de agitacion a 4°C
para favorecer la lisis celular, cada una de las muestras se centrifug6 a 12.000 rpm 10 minutos y se recogiod
el sobrenadante. Mediante el protocolo de Coomassie (Bradford) Assay Kit (Promega), se establecieron las
concentraciones de proteinas finales obtenidas en cada uno de los cultivos.

Las muestras se prepararon para la electroforesis en gel de poliacrilamida comercial Mini-Protean TGX
Precast Gels (BIORAD) con una concentracion de proteina 6ptima de 15ug por cada 20ul de volumen.
Cada muestra se duplico en tubos Eppendorf con Laemmli Loading Buffer 6x y Buffer 1x, y se calentaron
a 95°C durante 10 minutos. Luego se centrifugaron brevemente. El gel se cargd en una cubeta Mini-
PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BIORAD) con buffer de electroforesis (Buffer 1x Tris-
Glicina, SDS 0,1%), utilizando como marcador Full Range Rainbow Recombinant Protein Molecular
Weight Marker (Amersham). La separacion se realizd a 150W durante una hora y se transfirieron las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham) a 4°C durante toda la noche en tampon de
transferencia (Buffer 1x Tris-Glicina, metanol 0,1%).

La membrana se reveld con rojo Ponceau, se lavo con PBS-Tween (0.05%) y se bloqued con leche
desnatada al 0.05% en PBS-Tween durante una hora. Se incubo con el anticuerpo primario monoclonal
anti-von Hippel-Lindau (Novus Biologicals) a 1:500 durante toda la noche, se lavo y se afiadi6 el anticuerpo
secundario monoclonal anti-mouse (Dako) a 1:2.000. Finalmente, se eliminaron los restos de anticuerpo
con solucion Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) y se detectd actina como
control de carga usando anticuerpo monoclonal anti-B-actina (Sigma) a 1:50.000 como anticuerpo primario
y el mismo anticuerpo secundario utilizado para detectar pVHL..

Tratamiento de los cultivos de hemangioblastomas con olaparib e ICI1118,551

En placas de 96 pocillos, se realizaron 2 experimentos de cada uno de los cultivos celulares, procedentes
de 3 cirugias independientes y consecutivas de un mismo paciente. En cada experimento se establecieron 7
condiciones, cada una por cuadriplicado. Ademas, y como control de células sanas, se tratd un cultivo
primario de células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC, Lonza).

Las células cultivadas se levantaron con tripsina-EDTA (0,05% y 0,02% respectivamente) de las placas y
fueron disueltas en 1mL de medio para ser contadas con el aparato Bio-Rad TC10 Automated Cell Counter.
Se realizaron los calculos correspondientes para establecer la concentracion de células deseada. A
continuacion, en cada placa se sembraron unas 5.000 células por pocillo, con 150uL de medio de cultivo
cada uno.
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Figura 5.- Representacion de las condiciones del experimento de tratamiento. El experimento se realizo
dos veces en cada placa (I y I), estableciendo cuadriplicados para cada una de las condiciones.

Tras un dia de crecimiento, las células se trataron durante 48 horas con ICI (100uM), olaparib (50uM y
100uM) o la combinacion de ambos (ICI 100uM + olaparib 50uM y ICI 100uM + olaparib 100uM)
siguiendo el patrén que se muestra en la Figura 4. Los controles del experimento fueron por un lado células
tratadas s6lo con medio de cultivo y por otro, células tratadas con DMSO (10%), ya que olaparib se
reconstituye con este reactivo.

Ensayo de viabilidad por luminiscencia

La viabilidad celular tras el tratamiento fue medida mediante el kit comercial CellTiter-Glo Luminescent
Cell Viability Assay (Promega), utilizando la cantidad de ATP producida en cada condicion para cuantificar
la actividad de las células. Se afiadieron 50ul del reactivo en cada uno de los pocillos (en relacion 1:1 con
el medio de tratamiento) y se lis6 durante 2 minutos en agitacion suave y oscuridad. A continuacion, se
dejo en oscuridad durante 10 minutos para que se completara y estabilizara la reaccion de la luciferasa.

Antes de la cuantificacion, de cada uno de los pocillos se tomaron 75ul de cada lisado celular y se
transfirieron a otra placa P96 de paredes blancas opacas compatible con el lector de luminiscencia. Por
ultimo, se midio la sefial luminiscente con el GloMax®-Multi+ Detection System (Promega). En cada placa
se establecieron dos controles negativos para la medicion de sefial debida al fondo, uno solamente con
medio de cultivo sin células y otro con medio de cultivo sin células y reactivo de luciferasa.

Analisis estadistico

Todos los resultados son presentados como media con su desviacion estandar. El andlisis estadistico se
realizé utilizando una prueba t de Student en los resultados de los tratamientos y una prueba de Anova en
los de WB. Los resultados estadisticamente significativos fueron aquellos con p < 0,05 (*), p < 0,01 (¥**) o
P <0,001 (***).

Resultados

Para el desarrollo de este TFM, nos hemos centrado principalmente en los cultivos de 3 de los ultimos HB
del paciente, cuyas cirugias se realizaron en 2018 (Hb24cib), 2020 (Hb38cib), ambas en médula, y 2024
(Hb73cib) en cerebelo. Ademas del establecimiento de los cultivos primarios, anteriormente se habian
realizado analisis del exoma a una alta profundidad de lectura (>500X) de los dos tumores mas recientes.
En todas las muestras estan presentes las mutaciones en heterocigosis de VHL y de CHEK?, al tratarse de
alteraciones en la linea germinal. En el Hb38cib se encontraron ademas mutaciones somaticas en PTEN y
Rb, entre otras. Sin embargo, no se vio ninguna mutacion en el segundo alelo de VHL. En el Hb73cib se
detect6 una pequena delecion somatica de 4 nucledtidos (AATT) en el exon 2 del segundo alelo de VHL.
Esta delecion provoca una alteracion del marco de lectura del gen, generando un codon de parada. Sobre la
muestra de 2018 no se realizo el analisis del exoma del tumor, pero si se realizd la busqueda de las
mutaciones en VHL, en el cultivo celular disponible, sin encontrarse ninguna adicional a la mutacion de
linea germinal.

Western Blot para el analisis de los niveles de pVHL

Para el WB utilizamos muestras de HUVEC, Hb24cib y Hb73cib. Del cultivo de Hb38cib no llegamos a
tener suficientes células para poder obtener lisado a partir de ellas. Las concentraciones resultantes para
cada uno de los lisados de cultivo de hemangioblastomas se determinaron por el método colorimétrico de
Bradford, siendo: 2,19ug/ul en HUVEC, 1,67pug/ul en Hb24c¢ib y 0,80 pg/pul en Hb73cib, obteniéndose un
volumen total de 100pl.
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Figura 6.- Resultado de Western Blot para pVHL, la proteina se detecté en HUVEC y no en Hb24cib
ni en Hb73cib. A) Bandas sobre la membrana correspondientes a la pVHL y al control de carga. B)
Densitometria de la sefial obtenida para pVHL en comparacion con el control de carga.

No se observa la presencia de pVHL en los cultivos de hemangioblastoma. Como puede verse en la Figura
5 no se encontrd proteina de VHL ni en el Hb24cib ni en Hb73cib, mientras que en HUVEC si que aparece
a gran concentracion.

Estudios de viabilidad de los HB tras tratamientos con olaparib e ICI 118,551

ICI-118,551 reduce la viabilidad celular notablemente en hemangioblastomas respecto a células
endoteliales sanas. La viabilidad celular se reduce entre un 40-60% en los cultivos de HB, mientras que en
las HUVEC so6lo se reduce un 30%. Puede verse, ademas, una tendencia a mayor reduccion en la viabilidad
en los HB mas nuevos respecto a los mas antiguos.

Olaparib tiene un efecto inhibitorio de la viabilidad celular. A la concentracion de 50uM el cultivo de
Hb24cib disminuy6 su viabilidad en un 21%, en el caso de Hb38cib un 31% y Hb73cib, bajo hasta un 40%.
A 100uM, el efecto del olaparib fue mayor, en Hb24cib una reduccion del 43%, en Hb38cib un 38% y en
Hb73cib, en torno al 50%. En las células control HUVEC la viabilidad se redujo en un 20% a la
concentracion menor de olaparib y a un 40% en la mayor.

El tratamiento conjunto de ICI y olaparib aumenta sus efectos inhibitorios aparentemente de manera
sumatoria, sin llegar a tener un efecto sinérgico. En la combinacion con olaparib a 50uM la viabilidad se
redujo en los cultivos de HB entre el 70-85%. En la combinacion con olaparib a 100uM se produce una
reduccion de hasta un 80-85% aproximadamente, en las células tumorales. En las HUVEC, la disminucion
fue de un 60% en la primera condiciéon con ambos tratamientos y de un 78% en la segunda.
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Grafico 1.- Viabilidad celular en HUVEC y HB a las 48 horas del tratamiento. La densidad fue de 5.000
células por pocillo. Se relativizaron los resultados tomando la condicion con DMSO como control, al
haber ligeras variaciones en algunos de los HB en esta respecto al control sin DMSO. El tratamiento
con ICI en hemangioblastomas tuvo un mayor efecto en la viabilidad que con olaparib a ambas
concentraciones. El efecto conjunto de ambos farmacos redujo la viabilidad atin mas.
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Figura 7.- Fotografias de las células de Hb73cib tras 48 horas de tratamiento. La imagen control es
representativa tanto del control como del tratamiento con DMSO al ser ambas muy similares. Puede
verse una disminucion en el nimero de células y un cambio de forma de mas alargada (tipica de HB) a
otra mas redondeada y apoptotica, especialmente en las combinaciones de los dos tratamientos.

Los cambios en la viabilidad causados por los diferentes tratamientos pudieron observarse al microscopio
en la placa P96. Las cantidad de células en los pocillos tratados se redujo considerablemente en
comparacion con los controles. Ademas, hubo alteraciones en la morfologia celular, adquiriendo estas una
forma mas redondeada y con un mayor mimero de vacuolas en su interior. Los cambios fueron mas
evidentes en la combinacion de los dos tratamientos y a niveles mas altos de cada tratamiento.

Discusion

Los resultados del Western Blot, permiten afirmar que los cultivos de HB estudiados no producen una
pVHL funcional ni detectable, sino que se observa una pérdida total de la expresion de esta proteina. Es
por esto por lo que debe haber alguna mutacién en el segundo alelo del gen que no es visible por

secuenciacion, ya sea en zonas reguladoras o deberse a hipermetilaciones del mismo, lo cual confirmaria
nuestra primera hipotesis.

La mutacion en un alelo de CHEK?2 no bastaria en este caso para la formacion de hemangioblastomas en el
paciente. Las alteraciones en CHEK?2, por tanto, actuan con independencia de la anulacion total de la
expresion de pVHL. Lo que si que puede intuirse, es el impacto de este segundo gen mutado en la linea
germinal, pudiendo favorecer la aparicion de nuevas mutaciones eventualmente, dado su papel como
supresor tumoral que forma parte del complejo de reparacion de mutaciones en ciclo celular. Esto se ha
detectado a través de mutaciones patogénicas en supresores tumorales como PTEN y Rb, como aparece en
el exoma intratumoral, de HB38cib, o la delecion en el alelo no mutado en linea germinal de VHL en el
Hb73cib.

Los tratamientos in vitro de las células de los hemangioblastomas de este paciente suponen un ejemplo de
terapia personalizada in vitro. El tratamiento con olaparib es eficaz para la reduccion en la viabilidad de
hemangioblastomas, al igual que ICI 118-551.

El menor efecto en células endoteliales control sanas por parte de ICI concuerda con lo descrito previamente
en la literatura, ya que estas células tienen un menor nimero de receptores B2-adrenérgicos que las células
de los hemangioblastomas [9].

El efecto del olaparib es claro, y disminuye en todos los casos la viabilidad tanto a 50, como a 100uM, con
respecto a las células no tratadas. Estos resultados ocurren en las células de los tres ultimos HB. El
tratamiento produce un efecto mas adecuado en el caso de Hb73cib, que es el cultivo desarrollado mas
recientemente y que tiene un mayor nivel de proliferacion celular que Hb38cib, el cual estaba en una fase
de crecimiento mucho mas lento. Esto puede deberse a que el efecto de olaparib es mayor en células que se
encuentran en alta tasa de division, al actuar este farmaco sobre mecanismos de reparacion de ADN.

Especialmente, el tratamiento solo con olaparib a dosis de 50uM y en combinacion con ICI tiene una
ventana terapéutica en cuanto a los efectos diferenciales significativos entre HUVEC (controles) y células

dianas | Vol 13 Num 2 | septiembre 2024 | e202409fp06 - 8



tumorales (HB), habiendo una diferencia ligeramente mayor en esta concentracion entre HB y controles,
tanto individualmente como combinada con ICI.

El cambio en la morfologia celular muestra, al menos, una parada en el ciclo celular al perderse la capacidad
de adhesion a la placa, lo que impediria su division y proliferacion. La presencia de vacuolas en el interior
de las células podria indicar el inicio de un proceso de apoptosis. Para confirmarlo, seria necesario realizar
nuevos experimentos en los que se administre el tratamiento durante mas tiempo y se realice un analisis
posterior de los niveles de caspasas en los cultivos, para evaluar una posible apoptosis.

No obstante, es necesario continuar la experimentacion con un mayor numero de cultivos, dosis de olaparib
y tiempo de tratamiento, para poder encontrar una ventana terapéutica adecuada ya que en este caso las
células control HUVEC también fueron afectadas por el tratamiento a dosis altas.

Este TFM pretende resaltar la importancia de la terapia personalizada en el tratamiento de pacientes con
enfermedades raras, como es la enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL). Utilizando células procedentes
del propio paciente se puede obtener un modelo experimental lo mas cercano posible al real. A partir de
estos cultivos se pueden conocer tanto las mutaciones de linea germinal como las presentes en los tumores
recientes. La identificaciéon de mutaciones somaticas en los hemangioblastomas, que aceleran el
crecimiento tumoral y que varian segun la zona del tumor y el tiempo, puede proporcionar una base s6lida
para personalizar el tratamiento.

Dado que las enfermedades raras suelen ser menos estudiadas, es fundamental promover investigaciones
en este campo. Al descubrir mas factores que influyen en estas enfermedades, se pueden desarrollar terapias
mas efectivas y personalizadas, mejorando asi la calidad de vida de los pacientes mediante alternativas mas
precisas y adaptadas a sus necesidades individuales. Esto requiere una colaboracién estrecha entre
pacientes, clinicos expertos e investigadores.
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