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Introduccién: El gen FLT3 codifica un receptor de la familia tirosina quinasa (TK)
involucrado en la proliferacion y diferenciacion de células pluripotentes
hematopoyéticas. La mutacién FIt3/ITD (presente en el 20-30% de las LMA) es
indicativa de mal prondstico, asociandose a menor supervivencia debido a recaida
temprana o resistencia al tratamiento. La expresion y actividad de VEGF y sus
receptores celulares (pertenecientes también a la familia de los RTKs), contribuyen al
desarrollo adverso de la angiogénesis durante la LMA. Asi, en los ultimos afios la
inhibicion de la actividad RTK andémala se ha convertido en una diana molecular
susceptible de tratamiento dirigido en la LMA. El presente estudio describe la
respuesta diferencial de varias lineas celulares leucémicas, representantes de
diferentes genotipos del gen FLT3 presentes en la LMA , a la inhibicién del receptor
FIt3.

Material y métodos: Se analizaron 5 lineas celulares: NB4, THP1 y HL60 (FIt3"'™),
MOLM13 (FIt3'™") y MVv411 (FIt3"™"). La inhibicién del receptor se llevd a cabo
mediante: 1) tratamiento con el inhibidor quimico AG1296, y 2) silenciamiento génico
de FIt3. Los cambios promovidos en la actividad FIt3 se correlacionaron con las
alteraciones producidas en la sefalizaciéon intracelular inducida por el receptor, la
induccién de apoptosis y la proliferacion celular. Asimismo evaluamos los cambios
operados en la secrecion de VEGF.

El tratamiento con AG1296 inhibié de modo dosis-dependiente la fosforilacién del
receptor FIt3, primariamente en lineas celulares FIt3/ITD (MV411 y MOLM13), y a
dosis mas elevadas en THP1, unica linea de genotipo FIt3 silvestre que muestra auto-
fosforilacion constitutiva de FIt3. La sefalizacion intracelular inducida por FIt3, en
términos de actividad ERK, Akt y STATS solo se vio alterada en las lineas celulares
MV411, MOLM13 y THP1. Se observé una rapida induccion de la respuesta apoptoética
y una reduccion de la proliferacion a bajas dosis de AG1296 (5uM) en MV411 y
MOLM13 y a dosis medias (20uM) en THP1. La secrecién de VEGF, de forma paralela
a la regulacién de FIt3, se vio inhibida sélo en las lineas MV411, MOLM13 y THP1. El
silenciamiento génico de FIt3 promoviod la induccion de apoptosis y la inhibicion de la
proliferacion celular. Ademas incrementé la sensibilidad de la linea MV411 al
tratamiento con AG1296.

Conclusiones: 7) AG1296 muestra actividad fisiolégica y molecular en la LMA.2) La
fosforilacion constitutiva de FIt3, en ausencia de mutacion, es también sensible a
AG1296. Asi, el empleo de inhibidores de FLT3 también podria ser util en pacientes
sin mutaciones del gen FLT3, ya que su sobre-expresion y fosforilacion constitutiva
son frecuentes en la LMA. 3) La combinacién de diferentes modalidades de
tratamiento, incluidos los agentes quimicos y el silenciamiento génico, podrian ser
relevantes en la obtencion de resultados éptimos en el tratamiento de la LMA.
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