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Resumen del proyecto

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es una neoplasia de células B caracterizada por su acumulacion en sangre periférica, médula 6sea y
organos linfoides. A pesar de los avances logrados con terapias dirigidas, continta siendo un desafio clinico, ya que muchos pacientes
desarrollan resistencia o recaidas. La inflamacién crénica y la interaccion con el microambiente tumoral juegan un rol clave en la progresion
de la enfermedad. Nuestro grupo describié previamente niveles elevados de la proteina proinflamatoria S100A9 en microvesiculas secretadas
por células B leucémicas de pacientes con mal pronéstico, asi como una alta expresion de su receptor EMMPRIN. Este proyecto explora el
papel del eje SI00A9/EMMPRIN en la progresion tumoral de la LLC. Demostramos que EMMPRIN estd sobreexpresado en células B
leucémicas, especialmente en pacientes progresores, y presenta una forma altamente glicosilada asociada a mal pronéstico. La interaccién de
células B leucémicas de pacientes con S100A9 activa vias de senalizaciéon como PI3K/AKT, NF-7B y MAPK/JNK, promoviendo la expresion de
genes antiapoptdticos (MCL-1, BCL-2), reguladores del ciclo celular (p-Rb1, p27), quimiocinas (CCL3, CCL4) y metaloproteinasas (MMP2, MMP9),
que favorecen la migracion tumoral y la comunicacion con el microambiente. La inhibicién de S100A9 con compuestos especificos, asi como el
bloqueo de EMMPRIN, redujo la activacién de estas vias. Para evaluar la relevancia in vivo del eje ST00A9/EMMPRIN, se realizaron
experimentos utilizando el modelo murino E?-TCL1, que emula la LLC. Se generd un nuevo modelo doble transgénico donde se eliminé el gen
S100A9 (E?-TCL1/S100A9-/-), que mostré menor progresion leucémica, menor esplenomegalia e infiltracién tisular, y mayor supervivencia.
Resultados similares se observaron en ratones E?-TCL1 tratados con inhibidores de S100A9 (Tasquinimod y Paquinimod). En conjunto, estos
resultados evidencian que el eje ST00A9/EMMPRIN cumple un rol relevante en la fisiopatologia de la LLC, promoviendo su progresién y
respalda su inhibicién como una estrategia terapéutica prometedora para el desarrollo de nuevas terapias.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Bdsica / Inmunologia / Hematologia
Palabras clave: LLC / S100A9 / progresidn /

Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacién.

La leucemia linfocitica crénica LLC se caracteriza por la acumulacién progresiva de linfocitos B maduros CD19+CD5+ en la sangre periférica,
médula ésea y tejidos linfoides secundarios. Si bien las terapias dirigidas han mejorado significativamente la respuesta clinica de muchos
pacientes, la resistencia al tratamiento y la recaida siguen siendo desafios importantes. En este contexto, es esencial comprender los
mecanismos bioldgicos subyacentes que impulsan la progresion de la enfermedad para disenar estrategias terapéuticas mds efectivas.

La inflamacidn crénica desempena un papel central en la fisiopatologia de la LLC. Se ha observado una activacién excesiva de respuestas
inflamatorias junto con una eliminacién inmune ineficaz. Los niveles elevados de citoquinas inflamatorias en el plasma de pacientes con LLC
respaldan esta observacion. Ademds, la estimulacion del receptor de células B (BCR) y CD40 activa vias de sefalizacién intracelular que
promueven la supervivencia y proliferacion de los linfocitos leucémicos.

Nuestro grupo ha reportado anteriormente que los linfocitos B de pacientes con LLC liberan exosomas que contienen la proteina
proinflamatoria S100A9 exclusivamente durante la progresion de la enfermedad, lo que se correlaciona con la activacion de NF-kB. La proteina
S100A9, un patrén molecular asociado a dafio (DAMP), estd implicada en la inflamacién de enfermedades autoinmunes y en distintos tipos de
cdncer, donde actia como un potente mediador inflamatorio. Esta proteina también regula la respuesta inmune antitumoral al influir en la
generacion y funcion de las células supresoras derivadas de la médula 6sea (MDSCs).

S100A9 ejerce sus efectos a través de varios receptores, incluidos TLR4 (receptor tipo Toll 4), RAGE (receptor para productos finales de
glicacion avanzada) y EMMPRIN (inductor de metaloproteinasas de la matriz extracelular).

S100A9 ha sido identificado como un marcador de mal prondstico en varios tumores sélidos, donde participa en procesos de invasién,
metdstasis y evasidn inmune. En enfermedades hematoldgicas, su expresidon estd aumentada en sindromes mielodispldsicos, leucemia
mieloide aguda y mieloma multiple, y se asocia con resistencia terapéutica y progresién tumoral.

En este contexto, el estudio del papel de S100A9 en la LLC se vuelve altamente relevante, no solo para entender la biologia de la enfermedad,
sino también para explorar nuevas oportunidades terapéuticas. Nuestra hipétesis es que S100A9 contribuye activamente a la progresién de la
LLC a través de la activacién de vias inflamatorias intracelulares y la regulacidn del microambiente inmunolégico, y que su inhibicién puede
revertir este proceso.

Metodologia/Disefio del estudio

Pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC):

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes con LLC segun los criterios establecidos por el International
Workshop on CLL. Los pacientes se clasificaron en dos grupos:

* Grupo indolente: estadio Binet A, tiempo de duplicacidn linfocitaria >1 afo, sin necesidad de tratamiento en los 5 afos siguientes y expresion
negativa de AID o LPL por RT-PCR.

 Grupo progresivo: estadio Binet B o C, tiempo de duplicacién linfocitaria <6 meses, necesidad de tratamiento dentro de 5 afos o muerte
relacionada a LLC, y expresién positiva de AID o LPL.

Todos los procedimientos fueron aprobados por los comités éticos correspondientes, y los participantes firmaron un consentimiento informado
conforme a la Declaracién de Helsinki.
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Estimulacién in vitro de células LLC primarias:

Las PBMCs de pacientes con LLC se cultivaron en medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino inactivado y antibidticos. Se expusieron
durante 72 horas a S100A9 recombinante humano (rhS100A9, 10 ug/mL). Se utilizaron los inhibidores Tasquinimod (Tas@, 10uM), Paquinimod (PaQ,
10uM) y un anticuerpo bloqueante (10 uyg/mL) contra EMMPRIN para estudiar sus efectos en la fosforilacién de proteinas de las vias de
sefalizacion de NF-7B, PI3K/AKT y MAPK.

Ademads, se estimuld la expresion de EMMPRIN en las PBMCs con:

* CpG-ODN (2 pM) + IL-15 (15 ng/mL) o anti-IgM (20 pg/mL) por 48 h

» CD40L (1 ug/mL) + IL-4 (5 ng/mL) durante 6 dias

Las células no estimuladas se utilizaron como controles.

Citometria de flujo:

Se realizé inmunofenotipificacion por citometria de flujo multiparamétrica. Las células se tiferon con colorante de viabilidad y anticuerpos
especificos de superficie. Para proteinas intracelulares, se utilizé el kit de permeabilizacion Cyto-Fast/Perm.

La adquisicion de datos se realizé en el citdmetro Attune NxT, y el andlisis se hizo con el software FlowJo v10.8.1. Se usaron controles FMO e
isotipos.

Ensayo multiplex de citoquinas:
Se cultivaron PBMCs de pacientes con LLC con 10 ?g/mL de rhS100A9 durante 24 horas. Se recolectaron los sobrenadantes y se analizaron
mediante el kit Bio-Plex Pro Human Immunotherapy Panel, utilizando el sistema xMAP INTELLIFLEX y el software de andlisis ProcartaPlex.

Andlisis de expresion génica por gPCR:

Se extrajo ARN total de PBMCs de LLC usando Trizol, seguido de la sintesis de cDNA con transcriptasa reversa M-MLV y el inhibidor RNAsin.
Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron con SYBR Green y GAPDH como control enddgeno. Se uso el sistema QuantStudio 3 para la
amplificacion.

Andlisis de expresion de EMMPRIN por Western blot:

Se lisaron las PBMCs con buffer RIPA. Se midié la concentracidn proteica mediante el método de dcido bicinconinico (BCA). Se cargaron
cantidades iguales de proteina en geles SDS-PAGE al 10%, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se bloquearon con leche
descremada al 5%.

Las membranas se incubaron con un anticuerpo anti-EMMPRIN conjugado a HRP. La deteccion se realizé por quimioluminiscencia y andlisis
con el sistema ImageQuant 800. La expresién relativa se normalizé a GAPDH y se cuantificéd con ImageJ.

Modelo murino doble transgénico E?-TCL1/S100A9?/7:

Se cruzaron ratones E?-TCL1 con ratones S100A9 knockout para generar un nuevo modelo murino doble transgénico. A los 10-12 meses de edad,
se recolectaron esplenocitos de ambos grupos. Las células B-LLC (CD19?CD57?) se purificaron por separacion magnética en dos etapas y se
inyectaron por via intravenosa (cola) en ratones inmunodeficientes NSG (NOD/SCID/IL2r?null), utilizando 5 x 10? células por ratén. Se monitored
la enfermedad por citometria en sangre periférica.

Modelo de transferencia adoptiva:

Se transfirieron 10 x 10?7 esplenocitos de ratones E?-TCL1 envejecidos en ratones C57BL/6 jévenes (6-8 semanas). Se inicid el tratamiento
cuando las células leucémicas representaban ?30% de las células CD45? en sangre. El tratamiento se realizé de la manera siguiente: tanto
TasQ como PaQ se disolvieron a 25 mg/kg en agua destilada con 2% de hidroxipropil-beta-ciclodextrina y se administraron por via oral ad
libitum durante 3-4 semanas. Se evalud la supervivencia o se realizé eutanasia para analizar la infiltracién esplénica.

Modelo PDX (xenoinjerto derivado de pacientes):

Se aislaron células T CD3? de PBMCs criopreservadas de pacientes con LLC mediante microesferas magnéticas. Se activaron durante 8 dias
con CD3/CD28 e IL-2. Luego, se mezclaron con PBMCs LLC descongeladas en proporcion 1:40 y se inyectaron (20 x 10? células) en ratones NSG.
Se confirmé el prendimiento mediante citometria y se asignaron aleatoriamente a grupos con TasQ o vehiculo por 3 semanas.

Andlisis estadistico:

Se utilizo el software GraphPad v10.1.2. Para comparaciones entre dos grupos se uso el test t de Student (pareado o no pareado). Para
maltiples grupos se aplicé ANOVA seguido del test de Siddk. La supervivencia se analizé con el test de log-rank (Mantel-Cox). Se considerd
significativo un valor de p < 0.05.

Resultados, andlisis y discusién

Durante este proyecto obtuvimos resultados relevantes que aportan al entendimiento del rol de la proteina proinflamatoria S100A9 en la
progresion de la leucemia linfocitica crénica (LLC). Estos hallazgos fueron presentados en congresos cientificos y forman parte de un
manuscrito actualmente en revision en Blood Advances, en el que proponemos por primera vez al eje S100A9/EMMPRIN como un nuevo blanco
terapéutico enla LLC. Los principales resultados se detallan a continuacién.
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Como primera parte de este trabajo, dado que EMMPRIN ha sido implicado en la progresidon tumoral de distintos tipos de cancer y actiia como
receptor de S100A9 (Xin et al., 2016; Hibino et al., 2013), nos propusimos estudiar su rol en LLC. Evaluamos por citometria de flujo la expresion
de EMMPRIN en células B de pacientes con LLC de distinta evolucién clinica (progresiva e indolente) y las comparamos con células B de
donantes sanos. Demostrando que EMMPRIN estd altamente expresado en células B leucémicas, con una mayor expresion en pacientes
progresores en comparacién con pacientes indolentes y donantes sanos. A continuaciéon, exploramos el perfil de glicosilacién de EMMPRIN,
basdndonos en reportes previos que asociaban altos niveles de glicosilacién con progresién tumoral en otros tipos de cdncer (Bai et al., 2014).
Realizamos un ensayo de desglicosilacién con la enzima PNGasa-F y confirmamos la N-glicosilacién de EMMPRIN, identificando dos
glicoformas: una altamente glicosilada (HG) y otra de baja glicosilacién (LG). Observamos que la forma HG se asociaba con peor prondstico y
estadios avanzados segun la clasificacion de Binet.

En una segunda etapa, y con el objetivo de profundizar en la regulacién de EMMPRIN en la célula leucémica, estimulamos células primarias de
LLC (de pacientes progresores e indolentes) con distintas sefiales del microambiente tumoral (anti-IgM, CD40L+IL4, CpG+IL15).
Interesantemente, observamos una regulacion positiva de EMMPRIN especificamente tras la estimulacién con CD40L+IL4 en células del grupo
progresor, lo que no se evidenci6 en el grupo indolente. Ademds, evaluamos la expresién del factor de transcripcién SP1, previamente
descripto como regulador de EMMPRIN en cdncer de pulmén (Ling?Min Kong et al., 2010). Encontramos una correlacién positiva entre SP1y
EMMPRIN, y un aumento de SP1 tras la estimulacién con CD40L+IL4, apoyando su rol como regulador transcripcional de EMMPRIN en LLC.

A partir de esta caracterizacion, investigamos el impacto de la interaccién entre S100A9 y EMMPRIN en la progresién tumoral. Demostramos
que la estimulacion con S100A9 en células de LLC de pacientes progresores (n=15) activa multiples vias de sefalizacion esenciales para la
supervivencia y progresion tumoral, como PI3K/AKT, NF-?B y MAPK/JNK. Esta activacion no se observé en células de pacientes indolentes
(n=15), indicando que la respuesta a S100A9 depende de la evolucidn de la enfermedad. Dado que los resultados previamente mencionados
sugieren un rol para el eje ST00A9/EMMPRIN en la activacién de las vias PI3K/AKT, NF-?B y MAPK/JNK y la progresién de la enfermedad
decidimos confirmar si dicha activacién se generaba especificamente a través del eje SI00A9/EMMPRIN, algo no descrito atn en la LLC. Para
ello, tratamos células de LLC de pacientes progresores con inhibidores especificos de S100A9 (Tasquinimod y Paquinimod) y de EMMPRIN (AC-
73 y un anticuerpo bloqueante anti-EMMPRIN). Los resultados muestran que tanto los inhibidores de S100A9 como los de EMMPRIN reducen
significativamente la fosforilacion de estas proteinas, indicando que la inhibicion de este eje podria tener un efecto modulador sobre las vias
que regulan la sobrevida, la migracién y la proliferacién tumoral en LLC.

Al demostrar la especificidad de este eje procedimos a realizar una evaluacion de la expresion de moléculas asociadas a la sobrevida, al ciclo
celular y la migracion tumoral asociadas a estas vias luego de la activacion del eje SI00A9/EMMPRIN. La activacion de estas vias en
pacientes con una enfermedad progresora modula la expresién de genes relacionados con la resistencia a la apoptosis y la proliferacién
celular. Para evaluar si S100A9 tenia alguna contribucién en este efecto, analizamos la expresién de moléculas antiapoptéticas y su impacto
funcional en la apoptosis de células de LLC luego de la estimulacidn in vitro con S100A9, utilizando el ensayo CellEvent™ Caspase-3/7 Green
Flow Cytometry Assay (n=10). En particular, observamos un aumento en la expresién de genes antiapoptéticos como MCL-1y BCL-2,
acompanado de una disminucién en la actividad de las caspasas 3/7, involucradas en la muerte celular programada, lo que se tradujo en una
mayor viabilidad celular y una reduccidn en los niveles de apoptosis y necrosis. Considerando que S100A9, a través de EMMPRIN, parece
influir también en la supervivencia de las células tumorales, exploramos la expresidn y fosforilacidon de moléculas clave implicadas en la
regulacién del ciclo celular. En particular, analizamos p-Retinoblastoma 1 (p-Rb1), una proteina que al estar fosforilada permite la progresion
del ciclo celular desde la fase G1 a la fase S, y p27, un inhibidor de quinasas dependientes de ciclina (CKI) que actia como un regulador
negativo, promoviendo la quiescencia celular y frenando la proliferacién celular. Los resultados mostraron un aumento significativo en la
fosforilacion de pRb en células estimuladas con S100A9. En linea con esta observacidn, los niveles de ARNm de p27 mostraron una disminucién
significativa luego de la estimulacion. En conjunto, estos resultados sugieren que S100A9 podria estar promoviendo la transicién G1/S del ciclo
celular, favoreciendo la proliferacion del clon leucémico a través de la activacion de pRb y la reduccién de p27.

Finalmente, teniendo en cuenta el rol de EMMPRIN en la induccidn de metaloproteinasas (MMPs), en particular, MMP-2 y -9, que son producidas
por linfocitos y degradan componentes de la matriz extracelular. En este caso, evaluamos la expresion de MMP-2 y MMP-9 a nivel de ARNm por
gPCR antes y después de la estimulacion con S100A9 en células de pacientes progresores con alta expresion de EMMPRIN. Los resultados
mostraron un aumento significativo en la expresién de ambas MMPs en 10 pacientes progresores tras la estimulacién con S100A9, sugiriendo
que S100A9 también podria promover la invasion y migracion celular al interaccionar con EMMPRIN e inducir la expresién de MMPs por parte
de células de LLC. Asimismo, detectamos un aumento en la expresion de las quimiocinas CCL3 y CCL4, asociadas al homing del clon tumoral en
los nichos de proliferacién (Redondo-Mufoz et al., 2010; Burger et al., 2009), reforzando el impacto funcional de este eje en el microambiente
leucémico. En ambos casos, la sobreexpresion de estas moléculas se ha vinculado con la progresién tumoral.

La ultima parte del trabajo se llevo a cabo en colaboracion con el Departamento de Inmunologia del H. Lee Moffitt Cancer Center & Research
Institute, dirigido por el Dr. Javier Pinilla-Ibarz. El modelo transgénico Eu-TCL1 sobreexpresa el gen T cell leukemia/lymphoma 1 bajo la
regulacion del promotor de células B de cadenas pesadas IgM de inmunoglobulinas (Bichi et al., 2001). La sobreexpresion del gen TCL1 en este
contexto desarrolla una LLC con un fenotipo similar al de una leucemia progresiva, caracterizado por leucocitosis y esplenomegalia a partir de
los 10-13 meses de edad (Bresin et al., 2016; Chen et al., 2014). De esta manera, se genero en el modelo murino de LLC Ey-TCL1, un knock-out
del gen S100A9 (EuY-TCL1/S100A9-/-). La ausencia de S100A9 se asocié con una mayor supervivencia, menor esplenomegalia e infiltracion
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tumoral, y una progresion leucémica mds lenta. La transferencia adoptiva de células S100A9-/- redujo la proliferacién del clon leucémico y la
linfocitosis. Ademads, el tratamiento de ratones Eu-TCL1 con Paquinimod o Tasquinimod mejoré la supervivencia y disminuyé la infiltraciéon
tumoral. Finalmente, en un modelo PDX (Patient-derived xenograft) utilizando PBMCs de pacientes con una enfermedad progresora, la
inhibicién de S100A9 redujo la esplenomegalia y la infiltracién leucémica humana, consolidando su potencial como blanco terapéutico en LLC.

En conjunto, este estudio sugiere que la inhibicion de S100A9 podria reprogramar las células B-LLC hacia un fenotipo menos inflamatorio y
menos proliferativo, lo que impactaria directamente en la progresion de la enfermedad. Dado el interés clinico creciente por los inhibidores de
S100A9 en otras patologias oncoldgicas e inflamatorias, y considerando nuestros resultados preclinicos, esta estrategia emerge como una
alternativa terapéutica prometedora en LLC. Futuros estudios deberdn evaluar su eficacia en monoterapia o en combinaciéon con terapias
dirigidas, abriendo nuevas posibilidades en el tratamiento de esta leucemia.

Conclusiones y recomendaciones

En conclusidn, nuestros resultados confirman el papel clave de S100A9 en la progresion de la LLC, destacando su interaccién con EMMPRIN
como un factor relevante en este proceso. Este proyecto sugiere, por primera vez, que la inhibiciéon de S100A9 podria reprogramar las células
B-LLC hacia un fenotipo menos inflamatorio, lo que podria impactar en la progresiéon de la enfermedad. En este contexto, el uso de inhibidores
de S100A9 ha impulsado la implementacién de ensayos clinicos en distintas enfermedades hematoldgicas e inflamatorias, reforzando el interés
en esta estrategia terapéutica.

Considerando nuestros hallazgos preclinicos y los resultados clinicos prometedores en otras neoplasias, los inhibidores de S100A9 emergen
como una opcidn terapéutica potencial para la LLC. Futuros estudios deberian evaluar su uso en monoterapia o en combinacion con terapias
dirigidas, lo que podria abrir nuevas alternativas para el manejo de la enfermedad.
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