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Resumen del proyecto

La regulacion post-transcripcional es un mecanismo esencial donde las células controlan la regulacién
genética. Las proteinas de unidn al ARN determinan el destino del ARN y en ciertos casos pueden contribuir
al desarrollo de cancer. Concretamente, Musashi2 (MSI2), controla la diferenciacién de las células madre al
unirse a los ARNm y regular la traduccién de proteinas. Curiosamente, altos niveles de MSI2 se asocian con
mal prondstico en varios cdnceres, incluido la leucemia linfoide crénica (LLC).

La LLC surge de la acumulacién de linfocitos B-CD5+ y un desequilibrio entre la proliferacidn y la muerte
celular. La progresion de la enfermedad se correlaciona con las proporciones relativas de fracciones
proliferativas y en reposo (FP y FR). Si bien la sobrevida de los pacientes ha mejorado con el uso de nuevos
agentes, los tratamientos inducen en muchos casos remisiones parciales, efectos tdxicos y resistencia.
Desafortunadamente, suspender el tratamiento muchas veces revierte la remision. En la actualidad, la LLC
sigue siendo una enfermedad incurable en la que se necesita una mayor comprensién de los mecanismos
gue promueven la progresion de la enfermedad. Nuestro trabajo mads reciente en el drea describe una
sobre-expresiéon de MSI2 en FP, a su vez altos niveles de esta proteina se correlacionan con un mal
pronédstico. Debido a que MSI2 fue descrito como un blanco terapéutico en otros tumores y que
especificamente en la LLC su inhibicidn elimina células tumorales, en este proyecto nos proponemos
evaluar las causas de la sobre-expresidn de la proteina en el clon tumoral y si la inhibicidn de la misma
podria ser una terapia alternativa para la LLC.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Bdsica / Inmunologia / Hematology

Palabras clave: Leucemia Linfoide Crénica / MSI2 / Terapia en cancer /
Antecedentes, problema de investigacidn, objetivos y justificacién.

Nuestro grupo se ha centrado en el estudio de la biologia de las células B de pacientes con leucemia
linfoide crénica (LLC). En particular, los mecanismos moleculares involucrados en la progresién de la CLL
con el propodsito de identificar y proporcionar nuevos blancos y estrategias terapéuticas para la
enfermedad.

La CLL se desarrolla por de la acumulacidon de células B CD5+ monoclonales malignas que circulan en la
sangre periférica (PB) y son continuamente estimuladas por sefiales del microambiente dentro de la médula
6sea (MO) y los érganos linfoides secundarios (SLO) 1. Las células de LLC proliferan en SLO en los que la
sefnalizacion del receptor de células B (BCR) desencadena la expansion de las células B 2,3. Debido a ello,
se han disenado moléculas anti-apoptéticas y una variedad de inhibidores de quinasas que apuntan a
componentes de la via de senalizacién BCR como diana. En particular, venetoclax promueve la muerte de
las células cancerosas al bloquear la proteina 2 de leucemia / linfoma de células B (BCL2), que es una
proteina clave asociada con la supervivencia celular en la LLC 4. Aunque venetoclax es un fdrmaco muy
eficaz para la CLL, algunos pacientes recaen, generando resistencia al tratamiento por la aparicién de
mutaciones puntuales en componentes claves de la via 5. Ademds, el inhibidor de la tirosina quinasa de
Bruton (ibrutinib, acaibrutiniz, zanoibrutinib) modula las interacciones del microambiente al inducir la
migracion de células CLL de SLO a PB 6,7, lo que provoca una rdpida reduccion de los ganglios linfdaticos y
posterior aumento de la muerte celular 8. En trabajos con un seguimiento de pacientes de ocho anos
tratados con ibrutinib, se ha visto que mejora sobrevida libre de progresiéon cuando la droga es
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administrada como primera linea, sin embargo, sigue habiendo un grupo minoritario de pacientes que
recaen y son resistentes a la terapia9,10. A pesar de que la calidad de vida y la supervivencia de los
pacientes ha mejorado con el uso de las nuevas terapias, los tratamientos, en general, inducen remisiones
parciales en gran parte de los pacientes 10. A su vez, dado que los tratamientos son a largo plazo, en parte
de los pacientes generan efectos toxicos y pueden dar lugar a diferentes tipos de resistencia.
Lamentablemente, se ha visto que interrumpir el tratamiento revierte la remisién de la enfermedad 11. En
resumen, dado que muchos pacientes recaen 3, la CLL todavia sigue siendo una enfermedad incurable en la
gue se necesita una mayor comprension de los mecanismos que promueven la proliferacién de LLC.

Aungue la mayoria de las células de CLL circulantes no se replican, una pequeha fraccién de las células
leucémicas recientemente fueron divididas (fraccién proliferante, PF) en SLO migran y se encuentran en
PB12. Debido a que la tasa de crecimiento de los clones de LLC se correlaciona directamente con un mal
pronosticol3, y el hecho de que nosotros y otros investigadores describimos que las fracciones proliferantes
regulan positivamente AID, proteina mutagénical4—16 las células dentro de dicha fraccion intraclonal
pueden adquirir nuevas anomalias en el ADN que podrian conducir a una enfermedad mads letal. Esto hace
gue las células de este subconjunto del clon tumoral sea un posible blanco terapéutico.

A su vez, mds recientemente, observamos mds altos niveles de la oncoproteina de uniéon al ARNm llamada
Musashi2 (MSI2) en la en la fraccion proliferante que en la fraccion en reposo (RF), lo que sugiere un
posible papel en la proliferacidn celular y evolucidn de la enfermedad. Curiosamente los pacientes de mal
prondstico presentan elevados niveles de MSI2. Describimos también que la inhibicién de vias de
senalizacion relevantes para la divisién celular como: AKT, MAPK-ERK y BTK, disminuyen los niveles de
expresion de MSI2 en células de pacientes con LLC 17, lo que sugiere que la sobreexpresién de MSI2
podria ocurrir gracias a la accién de diferentes vias. Curiosamente, al dia de hoy, se desconoce cudles son
las senales que recibe la célula tumoral o las vias involucradas en la induccién y sobreexpresién de MSI2
en células de LLC, e incluso mads en el PF, asi como cudl es el papel de MSI2 en las células proliferativas.

En la LLC, NOTCH1 (una via asociada con la progresion de la enfermedad)18 suprime la expresion del factor
de transcripcidn Kruppel-like factor 4 (KLF4) 19, un regulador negativo de MSI2 en adenocarcinoma20.
Ademds, la via STAT3 activa, otro eje asociado con un mal pronostico en la LLC, inhibe el factor de
transcripcion SOX1121, un regulador negativo de MSI2 en linfoma de células del manto22. Desconocemos si
NOTCH1/KLF4 y/o STAT3/S0X11 podrian ser las vias responsables de la sobre-expresion de MSI2 en las
células B de pacientes con LLC que contribuyan a la evolucion de la enfermedad.

En relacidon con la funcién de MSI2, el grupo de Kharas describié una molécula pequena (Ro08-2750) que se
une selectivamente al sitio de unién de ARN MSI2, lo que provoca la pérdida de la funcion de MSI2 y afecta
la supervivencia de la leucemia mieloide23 (Minuesa, Albanese et al. 2019). Recientemente, demostramos
que Ro08-2750 elimina las células B en division en pacientes con LLC humanas in vitro e in vivo y reduce la
carga tumoral en un modelo de ratén LLC. Sin embargo, si MSI2 influye en el desarrollo/progresion de la
CLL, o cudles son los efectos inmunomoduladores de Ro08-2750, no solo las células leucémicas sino también
las células T y/o mieloides, son preguntas que aun no hemos podido responder. Finalmente, nos
preguntamos si la combinacion de dos farmacos que se dirigen a diferentes subpoblaciones del clon serd
una mejor estrategia para esta leucemia. Para hacer eso, probaremos el inhibidor de MSI2 en combinacién
con venetoclax. La razén es que venetoclax afecta principalmente a los RF in vitro24 y al ibrutinib PF in
vitro y la combinacion de ambos farmacos se ha utilizado con buenos resultados preliminares en ensayos
clinicos25. Especulamos si la seleccion simultdnea de ambas fracciones con Ro08-2750 y venetoclax podria
ser un mejor enfoque para el tratamiento de la CLL.
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Debido a que MSI2 influye en la supervivencia y proliferacion de las células de CLL y altos niveles se
correlacionan con un mal prondstico en la CLL, proponemos que MSI2 y su via tienen un potencial
terapéutico valioso en la CLL.

El objetivo general de esta propuesta es determinar el papel de MSI2 en las células B proliferativas de
pacientes con LLC y determinar si la inhibicion de MSI2 sola o en combinacidn con otros tratamientos podria
ser una nueva estrategia terapéutica para esta leucemia.

En este proyecto proponemos:

1) evaluar los mecanismos moleculares responsables de inducir la sobreexpresion de MSI2,

2) determinar el papel de MSI2 en la proliferacion de células B de CLL,

3) estudiar la influencia de MSI2 en el desarrollo y la progresion de la CLL y

4)evaluar el efecto inmunomodulador de la inhibicion de MSI2 y la combinacién de tratamiento
farmacoldgico en un modelo de ratén humanizado.

1. Evaluar los mecanismos moleculares responsables de inducir la sobreexpresion de MSI2. Dado que MSI2
favorece la sobrevida de pacientes con LLC y hemos descrito altos niveles de MSI2 en células B de CLL, e
incluso mads altos en el PF, comprender las vias involucradas en la sobreexpresion de MSI2 podria
brindarnos nueva informacién sobre la biologia de las células de pacientes con CLL. Por tanto, nos
proponemos evaluar 2 vias independientes: 1- NOTCH1/KLF4/MSI2 y 2- STAT3/S0X11/MSI2. Primero, dado
gue NOTCH1 inhibe KLF419 en células LLC, y que KLF4se expresa en bajos niveles en células de pacientes
con CLL19 y es un regulador negativo de MSI2 en adenocarcinoma, nos preguntamos si la ausencia de KLF4
en células de LLC podria contribuir a la sobreexpresion de MSI2. En segundo lugar, en el linfoma de células
del manto, STAT3 activo inhibe el factor de transcripcion negativo de MSI2, S0X1121,22,26. Debido a que
STAT3 es constitutivamente activo en las células de LLC27 y se describieron niveles bajos de proteina
S0X11 en esta leucemia28, nos preguntamos si la via STAT3/S0X11 regula la expresién de MSI2 en CLL.
células.

Para determinar el papel de KLF4 en la expresion de MSI2, modularemos la expresidon de KLF4 mediante el
tratamiento de células B de CLL con inhibidor de NOTCH119 y determinaremos los niveles de ARNm de MSI2
y KLF4 mediante PCR en tiempo real y los niveles de proteina mediante transferencia Western y citometria
de flujo. En segundo lugar, una vez que confirmamos que la inhibicion de NOTCH1 aumenta KLF4 y
disminuye los niveles de MSI2, probaremos si KLF4 se une al promotor MSI2. Para ello, se realizard
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) y amplificacién del promotor MSI2 por PCR29.

Para evaluar el papel de STAT3 / SOX11 en la expresion de MSI2, primero determinaremos si STAT3 se une
al promotor SOX11 en las células de CLL mediante la amplificacién del promotor ChIP y SOX11 mediante PCR.
En segundo lugar, debido a que el inhibidor de STAT3, Napabucasin, se encuentra en ensayos clinicos de
fase 3 para adenocarcinoma y cancer colorrectal y en AML elimina las células tumorales30 lo trataremos
en células de CLL con diferentes concentraciones de Napabucasina durante 24, 48 y 72 hrs. y probar la
viabilidad celular, los niveles de proteina SOX11 y MSI2 mediante citometria de flujo.

2. Determinar el papel de MSI2 en la proliferacion de células B de CLL. Anteriormente, describimos en
muestras de pacientes con LLC ex vivo, mds altos niveles de MSI2 en células en divisidn que en las células
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en reposo en sangre periférica y ganglios linfoides 17. Dado que las células en divisidn pueden adquirir
mutaciones en el ADN que pueden contribuir a la progresion de la enfermedad, creemos que comprender el
papel de MSI2 en la proliferacion celular puede ser util para disefar nuevas estrategias de tratamientos
posibles para prevenir el crecimiento del clon.

MSI2 se une a secuencias consenso de ARNm especificas31-33 y regula la traduccién de proteinas. Debido
a que se han descrito distintos ARNm blancos en los diferentes tejidos estudiados 34—37 y a su vez, dado
que la identificacion de los ligandos de ARNm no proporciona informacion sobre el papel de MSI2 como
regulador positivo o negativo, realizamos un estudio del perfil proteédmico en células CLL activadas con
bajos niveles de MSI2 (siMSI2) versus control (siCTR)38. Después de documentar niveles reducidos de MSI2
en células B de 12 pacientes con CLL mediante el tratamiento con siMSI2 y eliminar las células muertas
mediante centrifugacién en gradiente de densidad, se determiné el perfil del proteoma utilizando
aptdmeros de ADN monocatenario-modificados (SOMAmers) que se unen y cuantifican unidades
fluorescentes relativas de proteinas objetivo-especificas. De acuerdo con el funcionamiento de MSI2 como
inhibidor de la traduccidn, no observamos proteinas reguladas negativamente. Nuestros resultados, no
publicados aun, revelaron que la caida de MSI2, induce la sobreexpresion de 12 proteinas (P ?0.01 y cambio
de veces ?-1.271.2) asociadas con el movimiento celular, la apoptosis y la reparacion del ADN, el trafico
intracelular y el metabolismo celular.

Con el propdsito de confirmar los resultados preliminares de los estudios proteédmicos, y para analizar la
relaciéon entre MSI2 y el reordenamiento del citoesqueleto, nos propusimos realizar ensayos de adhesion
celular a la fibronectina y determinar las modificaciones del citoesqueleto por microscopia39. Para ello, se
seleccionardn 12 muestras de pacientes con CLL para realizar una estimulacidn in vitro y en muestras con
altos niveles de MSI2 comparados con bajos niveles de MSI2 como se realizé anteriormente. Las células se
recolectardn después de 72 horas del tratamiento y se realizard el experimento de adhesion celular a la
fibronectina. La modificacién del citoesqueleto por microscopia se determinard mediante un método
establecido39 que clasifica las células redondas como que tienen un citoesqueleto no modificado y las
células alargadas como si tienen un reordenamiento del citoesqueleto. Se contard el nimero de células
alargadas y no alargadas para determinar la modificacion del citoesqueleto.

Para determinar el papel de MSI2 en la localizacién in vivo, se preincubardn células B de CLL activadas
con Ro08-2750 o vehiculo durante 2 dias y posteriormente se inyectardn por via intravenosa en un ratén con
inmunodeficiencia. Después de 4 horas, se evaluard el desplazamiento de células B CLL humanas a la BMy
el bazo o PB. por citometria de flujo. Debido a que los pacientes con CLL somos heterogéneos,

seleccionaremos 3 pacientes con caracteristicas clinicas progresivas.

3. Estudiar la influencia de MSI2 en el desarrollo y progresion de la CLL. Debido a que el bloqueo de la
funcién de MSI2 por Ro08-2750 elimina las células LLC humanas y murinas y los niveles altos de MSI2 se
correlacionan con mal pronostico17 nos preguntamos si MSI2 contribuye al desarrollo / progresion de la
enfermedad.

Para determinar el papel de MSI2 en el desarrollo de CLL, proponemos tratar células tumorales en el
modelo de ratén CLL (TCL1,40)), ratones jovenes, de recuento bajo de células tumorales con Ro08-2750 y
evaluar la carga tumoral. Para ello, los animales TCL1 de 4 meses, sin clon tumoral, serdn tratados con o sin
Ro08-2750 y se evaluarad el recuento de glébulos blancos (WBC) una vez por semana durante 2-3 meses.
Debido a que 7 mg/kg fue la dosis mds baja del registro Ro 08-2750 que mostré una reduccion en las
células de ratones CLL (B220+ CD5+) en el modelo TCL1192-SCID4017, proponemos usar 7 mg / kg .
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Para determinar el papel de MSI2 en la progresidn / supervivencia de los ratones, inhibiremos MSI2 en
ratones TCL1 adultos, con alto recuento de células y evaluaremos el crecimiento y la supervivencia del
tumor. Para ello, se tratardn ratones TCL1 de 6-8 meses de edad con una poblacién clara de clon tumoral,
con o sin Ro08-2750 una vez a la semana y se determinara WBC durante 2-3 meses.

4. Evaluar el efecto inmunomodulador de la inhibicion de MSI2 y la combinacién de tratamiento
farmacoldgico en un modelo de ratén humanizado. Debido a que Ro08-2750 in vitro elimina las células By
mieloides humanas, pero no las células T, de los pacientes con CLL17, probaremos el efecto de Ro08-2750 no
solo en B sino también en el compartimento de células mieloides y T en el modelo de ratén humanizado
(modelo de xenoinjerto derivado del paciente de CLL, PDX).

Para evaluar el efecto inmunomodulador de Ro08-2750 en células humanas in vivo (PDX), probaremos el
efecto de Ro08-2750 en células mieloides y linfoides. Las células B de CLL se inyectardn por via intravenosa
con células T activadas autdlogas en ratén NOD / SCID (NSG) y se realizard una inyeccion intraperitoneal
del vehiculo y/o Ro08-2750 dos veces por semana durante 3 semanas. Después de sacrificar los ratones, se
recolectard el bazo, la médula 6sea y la sangre periférica para su andlisis. Previamente, probamos 3
concentraciones diferentes de Ro08-2750 (1.4, 7 y 13 mg / kg) en un modelo de ratén diferente17, ratones
SCID trasplantados con esplenocitos TCL1 generados por transferencias seriadas41. Debido a que en otro
modelo de ratén se observaron buenos resultados usando 7y 13 mg / kg, primero probaremos estas dos
concentraciones en este nuevo modelo animal. Ademds, Minuesa et al., observaron en un modelo de raton
con CML tratado con Ro08-2750 una reduccion de la oncoproteina c-myc 23. Aunque no sabemos si MSI2 es
un regulador positivo de c-myc en las células de CLL, probaremos los niveles mediante citometria de flujo.

Debido a que observamos que Ro08-2750 elimina las células de CLL en division in vitro y venetoclax reduce
las células en reposo42, nos proponemos usar ambas drogas en combinacidn. Debido a que las RF pueden
alcanzar los SLO y eventualmente proliferar y generar una enfermedad mas progresiva, nos preguntamos si
la combinacion de Ro 08-2750 con venetoclax podria ser un mejor tratamiento para la CLL que un solo
agente. Para evaluar esta idea, trataremos ratones con Ro08-2750 con o sin Venetoclax utilizando el modelo
PDX. Se tomardn muestras de bazo, médula dsea y sangre periférica para su andlisis.

Metodologia/Disefio del estudio
La metodologia se encuentra detallada en los objetivos y justificacion.
Resultados, andlisis y discusidn

1) Con el propédsito de entender los mecanismos moleculares que regulan u gatillan la expresion de MSI2 en
los pacientes de LLC realizamos los siguiente experimentos.

1a. Determinamos a nivel de ARNm mediante PCR cuantitativa la expresidon de KLF4/MSI2 en LLC y HD. Los
resultados mostraron que habia una correlacion negativa entre KLF4/MSI2 (r=0.68; p=0.009).

1b. Para estudiar ain mds el papel de NOTCH1/KLF4/MSI2, se trataron muestras de pacientes con LLC de
mal pacientes con un inhibidor de NOTCH1 (gamma-secretasa) y se determinaron los niveles de
NOTCH1/KLF4/MSI2. La inhibicion de NOTCH1 aumenté los niveles de KLF4 (p= 0.01) y disminuyd la
expresion de MSI2 y c-myc (p<0.05). Los resultados fueron confirmados usando una linea celular derivada
de un paciente con LLC (MEC1) y 12 muestras de pacientes con LLC.

1c. Para confirmar que la disminucién de la expresion de MSI2 se debe a la accién negativa de KLF4 en el
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promotor de MSI2, se realizé una inmunoprecipitaciéon de cromatina utilizando anti-KLF4 y amplificacion del
promotor de MSI2 por PCR. Notablemente, las células LLC tratadas expuestas al inhibidor de NOTCH1
inmunoprecipitaron un fragmento correspondiente al promotor de MSI2, lo que indica que KLF4 se uney
regula negativamente la expresién de MSI2 en las células LLC.

Conclusidn del objetivol. Los resultados sugirieron que la sobreexpresién de MSI2 en LN y en células
activas se debe a la ausencia del factor de transcripcion KLF4 regulado por NOTCH1.

2) Respecto al rol de MSI2 en células proliferantes realizamos los siguientes experimentos:

2a. Analizamos los proteomas de la inhibicién de MSI2 en células B-CLL activadas (CpG-ODN+IL15, n=12) y
los comparamos con el control. Los resultados mostraron que la inhibicién de MSI2 aumenté los niveles de
12 proteinas (p < 0.01) consistentes con MSI2 funcionando como un inhibidor de la traduccién del ARNm de un
conjunto de moléculas involucradas en la migracién celular.

2b. Para confirmar estos resultados, seleccionamos y verificamos los niveles de expresidn de proteinas por
citometria de flujo de Fer (receptor de tirosina quinasa) y su forma activa (fosforilacionY174).

2c. Dado que Fer/VAV1 desempena un papel en la regulacion del citoesqueleto, también inhibimos MSI2 en
células B CLL del mismo grupo y evaluamos por microscopia el reordenamiento del citoesqueleto de células
unidas a diapositivas recubiertas de fibronectina, mostrando que la inhibicién de MSI2 en células activadas
presenta células mds alargadas implicando un citoesqueleto activo.

Conclusion del objetivo 2. Dado que: 1-los niveles altos de MSI2 se asocian con un mal resultado, 2-hay mas
MSI2 en LN>PB, incluso mds en células divididas y 3-en células activadas MSI2 inhibe la migracién celular,
postulamos que MSI2 puede estar jugando un papel en mantener las células en tejidos sélidos recibiendo
senales de supervivencia, favoreciendo la progresion de la enfermedad.

3) Con el propdsito de entender el rol de MSI2 en el desarrollo y/o progresion de la enfermedad, 3a.
tratamos con el inhibidor de MSI2 un modelo animal de LLC (TCL1), ratones jovenes de 4 meses de edad.
Observamos que la dosis planteada en el proyecto no fue suficiente para reducir el porcentaje del clon
tumoral en sangre, pero si afecto y redujo la expresidn del oncogen c-myec.

3b. Para confirmar los resultados, realizamos una inmunoprecipitacién de ARN, usando el anticuerpo contra
MSI2 y por PCR amplificamos una regién del gen de c-myc. Los resultados mostraron que efectivamente
MSI2 regula c-myc en células de pacientes con LLC.

Conclusion del objetivo 3. Estos resultados podrian explicar la contribuciéon de MSI2 en la progresion de la
enfermedad y porque es que altos niveles MSI2 se asocian a mal prondstico. Aunque mds experimentos
deberian realizarse para confirmar la idea.

En conjunto, nuestros resultados proporcionan hallazgos novedosos sobre los mecanismos moleculares que
regulan la expresién de MSI2, destacando el papel de la via NOTCH1/KLF4 en esta proteina y la funcién
potencial de MSI2 inhibiendo la migracién celular de CLL en un microambiente activo que respalda la
progresion de CLL y explica la posible asociacién con el oncogenes c-myc postulando nuevas herramientas
para modular/prevenir la progresion.

Conclusiones y recomendaciones
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La regulacién post-transcripcional es un mecanismo esencial para que las células controlen la regulacién
génica, donde las proteinas de unién al ARN (RBPs) orquestan el destino de las moléculas de ARN. Debido a
su papel critico, una desregulacién de las RBPs puede llevar al cdncer. Especificamente, en la leucemia
linfocitica crénica (LLC), altos niveles de la proteina Musashi2 (MSI2) se han relacionado con la
supervivencia de las células tumorales y un mal pronédstico, destacando un papel clave para MSI2 durante
la evolucion de la enfermedad.

El aumento de las células LLC en pacientes proviene de una pequena fraccion de células B CD5+ en
division. El crecimiento de esta fraccion proliferativa (FP) se correlaciona directamente con un mal
prondstico, convirtiendo a la FP en un blanco importante para la terapia. Interesantemente, observamos
niveles mds altos de MSI2 en células B de LLC que en donantes sanos (DS), incluso mds altos en la FP. La
reduccion de la expresion de MSI2 o el blogueo de su funcidn elimina las células LLC. Estos resultados nos
permiten proponer que MSI2 en si mismo, las moléculas que inducen la expresion de MSI2 o las moléculas
que MSI2 regula, como responsables del curso clinico de los pacientes con LLC. Por lo tanto, en este trabajo
estudiamos los mecanismos moleculares que inducen la sobreexpresion de MSI2 en células B de LLC y su
funcion el las celulas proliferantes

Interesantemente, en células LLC, NOTCH1 suprime la expresidn del factor de transcripcidon Kruppel-like
factor 4 (KLF4), un conocido regulador negativo de MSI2 en adenocarcinoma. NOTCH1 es un receptor
transmembrana que se escinde al interactuar con ligando, con un dominio intracelular que migra al nucleo y
activa genes relacionados con la supervivencia celular, como c-myc. Como observamos para MSI2, se
encontraron formas activas mds altas de NOTCH1 en ganglios linfdaticos (GL) que en sangre periférica (SP)
de células B de LLC. Dado que se informaron bajos niveles de KLF4 en células B de LLC, nos preguntamos si
la sobreexpresion de MSI2 en LLC se debia a alteraciones en la via NOTCH1/KLF4. Para responder a esto,
determinamos inicialmente a nivel de ARNm mediante PCR cuantitativa la expresion de KLF4/MSI2 en
células B de LLC y DS. Los resultados mostraron una correlacién negativa entre KLF4/MSI2 (r=0.68;
p=0.009). Para estudiar mds a fondo el papel de NOTCH1/KLF4/MSI2, se traté a pacientes con LLC de mal
prondstico (previamente seleccionados por NOTCH1 activado) con un inhibidor de NOTCH1 (?-secretasa) y se
determinaron los niveles de NOTCH1/KLF4/MSI2. La inhibiciéon de NOTCH1 aumentd los niveles de KLF4 (p=
0.01) y disminuyé la expresion de MSI2 y c-myc (p<0.05). Para confirmar que la disminucion de la expresion
de MSI2 se debe a la accidn negativa de KLF4 sobre el promotor de MSI2, se realizé una
inmunoprecipitacién de cromatina utilizando anti-KLF4 y amplificacion por PCR del promotor de MSI2.
Notablemente, las células B de LLC tratadas expuestas al inhibidor de NOTCH1 inmunoprecipitaron un
fragmento correspondiente al promotor de MSI2, indicando que KLF4 se une y regula negativamente la
expresion de MSI2 en células B de LLC. Los resultados sugirieron que la sobreexpresién de MSI2 en GL y
en células activadas/en division se debe a la ausencia de KLF4 regulado por NOTCH1. Estos resultados
apoyan la idea de entender cudl es el rol de MSi2 en células proliferantes y cudles son las moléculas que
MSI2 regula en el microambiente activo.

Dado que MSI2 regula diferentes blancos de manera especifica segun el tipo celular, estudiamos el papel
de MSI2 en células B de LLC activadas/divisoras. Para hacerlo, analizamos los proteomas de células B de
LLC activadas (CpG-ODN+IL15) en las que se redujo la expresion de MSI2 (n=12) y las comparamos con el
control. Los resultados mostraron que la reduccion de MSI2 aumenté significativamente los niveles de 12
proteinas (p ? 0.01), lo que concuerda con MSI2 funcionando como un inhibidor de ARNm de un conjunto de
moléculas involucradas en la migracidn celular. Para confirmar estos resultados, seleccionamos y
verificamos la expresion de niveles de proteinas mediante citometria de flujo de Fer (receptor de tirosina
proteina quinasa no) VAV1 (factores de intercambio de nucledtidos de guanina) y su forma activa (fosfoY174).
Dado que Fer/VAV1 juega un papel en la regulacién del citoesqueleto, también reducimos la expresién de
MSI2 en células B de LLC del mismo grupo y evaluamos mediante microscopia la reorganizacion del
citoesqueleto de células unidas a portaobjetos recubiertos de fibronectina, mostrando que la disminucion
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de MSI2 en células activadas presenta células mds alargadas, lo que implica un citoesqueleto activo. Dado
gue: 1- los niveles altos de MSI2 se asocian a un mal prondstico, 2- hay mds MSI2 en GL>SP, incluso mds en
células en division y 3- en células activadas, MSI2 inhibe la migracidn celular, hipotetizamos que MSI2
podria estar desempenando un papel en mantener las células en tejidos sélidos recibiendo sefnales de
supervivencia, favoreciendo la progresién de la enfermedad.

En conjunto, nuestros resultados proporcionan hallazgos novedosos sobre los mecanismos moleculares que
regulan la expresiéon de MSI2, destacando el papel de la via NOTCH1/KLF4 en esta proteina y la funcién
potencial de MSI2 en la progresidn e la enfermedad.
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