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Resumen

El tratamiento de pacientes con Leucemia Linfoide Aguda (ALL) ha logrado unos porcentajes
elevados y significativos de remisién completa. Sin embargo, un grupo reducido de pacientes recae,
debido en parte a la presencia de células leucémicas residuales que escapan a la terapia. Las células
madre mesenquimales (MSC) son importantes no s6lo como soporte funcional para las células madre
hematopoyéticas (HSC) sino también como un factor que promueve la supervivencia de las células
leucémicas y el desarrollo de la enfermedad. La interaccién entre las MSC y las células leucémicas
desencadena la activacién de diferentes vias de sefializacién, lo que lleva a la remodelacion del
denominado “nicho leucémico” y la supervivencia de las células leucémicas. La proteina quinasa C
(PKC) es un factor importante que media el soporte de las MSC. Aqui se estudi6 el papel de PKC en
un modelo in vitro de nicho leucémico, utilizando MSC de individuos sanos y células leucémicas de
pacientes pediatricos con ALL-B (n = 22). Se empled el péptido quimérico HKPS, como estrategia para
inhibir la PKC tanto en las células ALL-B como en las MSC. En primer lugar, se determin6 mediante
ensayos con MTT una reduccién en la viabilidad de las células ALL-B después de 2 h de tratamiento
con 40 pM de HKPS; 7 de 22 muestras mostraron una mayor susceptibilidad al tratamiento con HKPS
(casi un 50% de inhibicién); 7 pacientes no fueron susceptibles a HKPS mientras que 8 pacientes
mostraron una respuesta intermedia. En los co-cultivos se determiné que el pretratamiento de las
MSC con HKPS no afect6 significativamente la viabilidad de las MSC, pero abolid el efecto protector
de las MSC en ALL-B. Se establecié que las interacciones célula a célula son esenciales para la
viabilidad de las células de ALL-B. El tratamiento con Enzastaurina, un inhibidor comercial de PKC,
redujo la adhesion celular; sin embargo, esta funcion se vio mas afectada después del tratamiento
con HKPS. Se encontr6 que ICAM-1 y VLA-5, moléculas que se sobreexpresaron en las MSC después
del co-cultivo, fueron reguladas negativamente por HKPS, lo que explica la pérdida de adhesion de
las células ALL-B y la pérdida de viabilidad. Ademas, se observaron cambios en la activacion de las
vias de sefalizacion de FAK y AKT cuando las MSC fueron pretratadas con HKPS. Curiosamente, HKPS
indujo la regulacién negativa de las vias ERK y NF-kB que se activaron en respuesta a la
quimioterapia. La inhibicion de PKC en el soporte de MSC aumento la susceptibilidad de las células
leucémicas al tratamiento con Dexametasona, Vincristina y Metotrexate. HKPS también inhibié la
actividad de aldehido deshidrogenasa en las MSC e indirectamente indujo un aumento en la actividad
de los principales transportadores de farmacos de la familia ABC. Estos resultados demuestran la
importancia de la comunicacién intercelular en el nicho leucémico y el papel de la PKC en el soporte
leucémico. El uso del péptido quimérico HKPS podria ser una nueva estrategia para aumentar la
susceptibilidad a la terapia al afectar directamente la viabilidad de las células ALL-B y alterar las

sefiales pro-supervivencia que a estas les confieren las MSC.



Abstract

The treatment of patients with Acute Lymphoid Leukemia (ALL) has achieved significant high
percentages of complete remission. However, a low percentage of patients relapses, due in part to
the presence of residual leukemic cells that escape therapy. Mesenchymal stem cells (MSCs) have
been described not only as a functional support for hematopoietic stem cells (HSC) but also as a
promoting factor for leukemic cell survival and development of the disease. The interaction between
MSC and leukemia cells triggers the activation of different signaling pathways, leading to remodeling
of the so-called leukemic niche and survival of leukemic cells. Protein kinase C (PKC) has been
described as an important factor in this MSC support. Here, we have studied the role of PKC in an in
vitro leukemic niche model using MSC from healthy individuals and leukemic cells from pediatric
ALL-B patients (n=22). A chimeric HKPS peptide, previously described, was employed as a strategy
to inhibit PKC in both ALL-B cells and MSC. First, a reduction in the viability of ALL-B cells after 2 h
of treatment with 40 uM of HKPS was determined by the MTT assay; 7 out of 22 samples showed an
increased susceptibility to HKPS treatment (almost 50% inhibition); 7 patients were not susceptible
to HKPS while 8 patients showed and intermediate response. In the co-culture system, we
determined by flow cytometry that the pre-treatment of the MSC with HKPS did not significantly
affect MSC viability, but it abolished the protective effect of MSC on ALL-B. We have established that
cell-to-cell interactions are essential for ALL-B viability. The treatment with Enzastaurin, a
commercial PKC inhibitor, reduced cell adhesion, but this function was more affected after the
treatment with HKPS. It was found that ICAM-1 and VLA-5, molecules that were over-expressed in
MSC after the co-culture, were down regulated by HKPS, explaining the loss of ALL-B cells adhesion.
Furthermore, we have observed changes in the activation of FAK and AKT signaling pathways when
MSC were pre-treated with HKPS. Interestingly, HKPS induced the down regulation of ERK and NF-
kB pathways that were activated in response to chemotherapy. Inhibition of PKC in the MSC support
increased the susceptibility of leukemic cells to treatment with Dexamethasone, Vincristine and
Methotrexate. HKPS was also able to abolish the aldehyde dehydrogenase activity of MSC and
indirectly to promote an increase in the activity of the main drug ABC transporters. Together, these
results demonstrate the importance of intercellular communication in the leukemic niche and the
role of PKC in leukemic support. We suggest that the use of the chimeric HKPS peptide could be a
novel strategy for increasing susceptibility to therapy by directly affecting the viability of ALL-B cells

and altering the pro-survival signals conferred to them by MSC.
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Marco Teorico

1. LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

La leucemia linfoide aguda (ALL, por sus siglas en inglés) comprende un espectro de desérdenes
hematolégicos que incluye diferentes subtipos definidos por el linaje celular (células B o T), el estatus
de diferenciacién y la anomalia genética. Representa la neoplasia mas frecuente en nifios y
adolescentes (Inaba et al, 2013), con alrededor de un 80% de casos correspondientes a la ALL de
precursores B (BCP-ALL, por sus siglas en inglés), que tiene un pico de incidencia entre los 2-5 afios
de edad. En nifios, la prevalencia de la enfermedad es de 3-4 casos por cada 100.000 al afio; la
prevalencia en adultos es menor, alrededor de 1 caso por cada 100.000 al afio (Chiarini et al.,, 2016),
con opciones mas reducidas de tratamiento y tasas de curacidn inferiores al 40% (Kantarjian et al,,
2004; Samra et al.,, 2020). El pronéstico en adultos es menos favorable, en parte asociado a la
presencia del rearreglo génico BCR-ABL y el fenotipo BCR-ABL like (Thomas et al., 1998); otros
subtipos de alto riesgo, incluyen fusiones KMT2A-AFF1 y TCF3-HLF, hipodiploidias, reordenamiento
de CRLF2 y delecién de IKZF1, los cuales, se han asociado con bajas tasas de supervivencia (Mullighan
etal, 2012). En las ultimas décadas ha mejorado de manera significativa la tasa de supervivencia en
nifios diagnosticados con la enfermedad. Desde los afios 60 a la actualidad, este porcentaje de
supervivencia ha pasado del 10 al 85-90% (Hunger et al.,2012). A pesar de ello, entre el 10 y 15% de
los pacientes recaen (Bhojwani & Pui, 2013). Algunos de estos tienen una segunda remision, sin

embargo, alrededor del 55% recaerd nuevamente (Sun et al., 2018).
1.1 Regimenes de tratamiento para la ALL-B

Aunque cada vez, los tratamientos son mas personalizados y en los tltimos afios se han dado grandes
avances en cuanto al desarrollo de inhibidores especificos y también progresos en el campo de la
inmunoterapia, los regimenes de quimioterapia convencional siguen siendo la primera linea de
tratamiento para los pacientes con ALL, donde el éxito en el caso de los pacientes pediatricos puede
alcanzar hasta un 90% (Hunger et al,,2012). El tratamiento que puede durar entre 2 y 3 afios donde
se pueden usar diez o mas quimioterapéuticos diferentes, sigue diferentes fases: induccion,
consolidacién y mantenimiento. El objetivo de la terapia de induccion reside en restaurar la funcién
hematopoyética normal, alcanzando una remisién completa (Scavino et al., 1976); en esta fase se
administra ciclofosfamida, daunorrubicina o doxorrubicina, una dosis semanal de vincristina, dos de
L-asparaginasa y tres semanas de corticosteroide, generalmente prednisona (Larson et al,, 1995). La

fase de consolidacion busca eliminar células tumorales residuales, en este caso se siguen diferentes
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protocolos, dependiendo las caracteristicas del paciente, pero en general es frecuente el uso de
ciclofosfamidas, citarabina y tiopurinas (Rudin et al., 2017). Dependiendo del riesgo del paciente es
frecuente la profilaxis a nivel del sistema nervioso central (SNC) con quimioterapia intratecal o
irradiacion. En estos pacientes, se ha observado una mejor respuesta al administrar en la fase de
induccién dexametasona en lugar de prednisona, dado que en el SNC se pueden alcanzar
concentraciones mas altas; sin embargo, su alta biodisponibilidad también se asocia con mayores
efectos adversos (Hurwitz et al., 2000). Si los pacientes no responden a la fase de induccién, se evaltia
el posible trasplante de médula 6sea (MO); los que responden, avanzan a la fase de consolidacién y
mantenimiento, esta ultima por lo general incluye dosis diarias de 6-mercaptopurina, una semanal
de metotrexate y vincristina y un pulso de prednisona cada 3 meses. La fase de mantenimiento puede
extenderse por varios ahos y busca esencialmente reducir el riesgo de recaida después del
tratamiento (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). Entre un 30 - 50% de los pacientes pediatricos
diagnosticados con BCP-ALL que han sufrido recaida podran superar la enfermedad con
regimenes de quimioterapia agresiva (Bhojwani et al.,, 2013), no obstante, estos regimenes no
mejoran considerablemente la tasa de supervivencia y, al contrario, pueden presentar una
toxicidad elevada, un hecho que deja entrever la urgente necesidad de desarrollar nuevas
estrategias de tratamiento. Entender los mecanismos que generan variaciéon en las células
leucémicas en respuesta a la quimioterapia ha sido complejo, no sdlo por la heterogeneidad
genéticade la enfermedad o 1a heterogeneidad intercelular en términos de la capacidad proliferativa
y la sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos, sino por el régimen de quimioterapia empleado,
que puede conllevar a la seleccién de subclones resistentes que proliferan con el tiempo y dan

lugar ala recaida (Liu et al., 2018).
1.2 Recaida y Enfermedad minima residual (EMR)

En muchos pacientes la mayoria de las células responden a la quimioterapia, pero otras, sobreviven
causando recaidas y siendo una indicaciéon de un mal pronéstico (Gokbuget et al., 2012). De hecho,
después de la quimioterapia se ha observado un incremento en células tumorales que no se dividen
(Lutz etal, 2013). Otras poblaciones exhiben una actividad elevada de la enzima Aldehido
deshidrogenasa (ALDH), permaneciendo insensibles ala quimioterapia (Venton et al,, 2016). Algunas
recaidas también se han asociado con la presencia de células leucémicas durmientes, que pueden ser
menos sensibles a la quimioterapia convencional que tiene como blanco generalmente células con
altas tasas de proliferacion (Zhou et al., 2009; Luskin et al., 2018). La existencia de estas poblaciones

puede explicar en parte la eficacia de la terapia de mantenimiento, que se puede extender como se
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describié anteriormente por varios afios y que se ha demostrado, mejora el pronéstico de los
pacientes (Schrappe et al,, 2000). Esta terapia, de hecho, puede erradicar células con potencial de
iniciar la leucemia, las cuales permanecen quiescentes por periodos prolongados de tiempo, sin que
estas poblaciones quiescentes correspondan necesariamente con células stem leucémicas (Ebinger

et al, 2016; Senft & Jeremias, 2018).

La recaida medular es el obstaculo tal vez mas importante en la cura de alrededor del 15% de los
pacientes jovenes con ALL (Bailey et al., 2008). Los valores de enfermedad minima residual
detectados en la MO han sido un factor prondstico de prediccidn de recaidas en leucemias croénicas,
agudas y linfomas (Berry et al., 2017; Bottcher et al.,, 2012). Gran parte de las recaidas tempranas
proceden de células residuales presentes en el primer diagnéstico, lo que estd de acuerdo con
estudios que indican que células presentes en el microambiente soportan la supervivencia de células
iniciadoras de la leucemia en regiones especificas de la MO. De esta manera, una estrategia efectiva
para erradicar estas poblaciones de células resistentes a la quimioterapia ha consistido en promover
su movilizacion alterando las caracteristicas que promueven su mantenimiento en el nicho (Ebinger
etal,, 2016). Otras recaidas, estan relacionadas con la adquisiciéon de nuevas mutaciones en las células
leucémicas volviéndolas menos susceptibles a la quimioterapia. Cuando ocurre la recaida a nivel
medular, se recomienda un tratamiento con dosis méas elevadas y regimenes mas intensivos que los
empleados en la terapia después del diagnostico inicial. En muchos casos, el trasplante de MO es la

principal eleccién en lugar de la continuacion del régimen de quimioterapia (Bailey et al., 2008).

Dependiendo del agente quimioterapéutico empleado, se han descrito diferentes mecanismos de
resistencia en células de ALL. Estos incluyen cambios en la expresion de los genes de resistencia a
medicamentos MDR1 y MRP1, la disminucién en la expresion del receptor de glucocorticoides,
cambios en el metabolismo de la célula tumoral, desregulacidn de transportadores de medicamentos,
cambios en el estado de fosforilacidn y en la expresion de genes que regulan la apoptosis, asi como
mutaciones en elementos importantes del citoesqueleto que mejoran la estabilidad estructural de la

célula (Bakker et al., 2016).
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2. MICROAMBIENTE 0 NICHO LEUCEMICO

El concepto de nicho fue propuesto en el afio 78 por Schofield como una unidad reguladora que
protegia las células stem hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés) del estrés del
microambiente, mantenia y modulaba sus propiedades de autorrenovacién, quiescencia y
diferenciacion (Schofield, 1978). Desde entonces, muchos trabajos han aportado a la identificacion
de diferentes poblaciones celulares que convergen en el mismo espacio, asi como al entendimiento
de las multiples interacciones que alli ocurren (Pinho & Frenette, 2019). En la MO residen diferentes
poblaciones celulares, no s6lo de naturaleza hematopoyética. Dos nichos con caracteristicas
diferentes se han descrito previamente: el primero, el nicho endosteal, donde residen osteoblastos y
osteoclastos, asi como células gliales de Schwann y T-regs. El segundo, denominado vascular o
sinusoidal que se ha asociado con la presencia predominante de poblaciones de células endoteliales,
células reticulares abundantes en CXCL12 (CAR, por sus siglas en inglés), células stem mesenquimales

(MSC, por sus siglas en inglés) y otras células perivasculares (Chiarini et al.,, 2016).

Aunque ambas regiones no estan estrictamente separadas y son mas un continuo, se considera aun
que estos dos nichos son funcionalmente diferentes pues regulan diferencialmente la fisiologia de las
HSC (Méndez-Ferrer et al,, 2020). Las HSC transmigran a través del nicho vascular (Itkin et al.,, 2016),
donde se encuentran las poblaciones mas activas de la MO, células sensibles al estrés genotdxico
inducido por la radiacion o la quimioterapia y encargadas del mantenimiento de la hematopoyesis.
El nicho vascular proporciona oxigeno, nutrientes y factores de crecimiento a las HSC promoviendo
su proliferacion y diferenciacién (Tamma & Ribatti, 2017). El nicho endosteal al contrario, es menos
susceptible al dafo y se ha descrito como relevante en los procesos de regeneraciéon hematopoyética
(Zhao et al,, 2019). Se ha sugerido que las HSC residen cerca de esta regién, donde a través de
diferentes factores son retenidas entre otras por las células osteoblasticas, promoviendo su estado
quiescente. Diferentes moléculas de adhesion, intervienen en la uniéon de las HSC a estas otras
poblaciones presentes en el nicho, que, en condiciones normales, intervienen en los procesos de

movilizacion y anidamiento de las HSC (Chiarini et al.,, 2016).

Existe ain controversia respecto a si es el microambiente el que influencia de alguna forma la
transformacion maligna de las células hematopoyéticas o si se da preferencialmente por cambios
intrinsecos en la célula leucémica, no obstante, en los tltimos afos los resultados de intensos estudios
han podido concluir que definitivamente, después de la transformacidn, las células leucémicas
remodelan el microambiente a su favor (Konopleva & Jordan, 2011; Civini et al., 2013; Méndez-Ferrer

et al,, 2020). Hace mas de una década Walkey aportd evidencias importantes de cambios en el
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microambiente que contribuian a los procesos de transformacion, promoviendo la aparicién de
leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés). Suprimir la expresion del receptor del acido
retindico gamma (RARy) en el estroma, mas que en las células hematopoyéticas promovia la
aparicién de la neoplasia (Walkey et al., 2007). Otros estudios posteriores mostraron que la delecién
de los genes que codificaban para las proteinas Rb1, Mib1, Dicer, Crebbp o IkBa en células del
microambiente conducia a la aparicién de neoplasias mieloproliferativas (Rupec et al., 2005; Kim et
al,, 2008; Raaijmakers et al., 2010; Zimmer et al., 2011), las cuales se han descrito como de alto riesgo
por su alto potencial de transformacién en leucemias (Deininger et al,, 2017). Lo anterior indica que,
el microambiente no s6lo desempefia un papel importante en el mantenimiento de las caracteristicas
intrinsecas de las HSC normales, sino que las interacciones que alli ocurren son reguladas finamente
y alteraciones en la comunicacion intracelular en el microambiente pueden promover escenarios de

desarrollo de la enfermedad.

Aunque recientemente las interacciones en el microambiente leucémico se han estudiado mas
profundamente, los cambios producto de estas interacciones se han reportado mas en las células
leucémicas, donde se puede inducir la secrecién de factores de crecimiento y algunas rutas de
sefializacion que involucran moléculas antiapoptéticas de la familia BCL-2, inhibidores de caspasas,
genes de reparacion del DNA, genes ribosomales, oncogenes entre otros (Mcmillin, 2010; 2013); sin
embargo, los eventos que tienen lugar en las células del estroma y que hacen parte de los mecanismos

no auténomos que promueven la supervivencia de las células leucémicas, han sido menos abordados.
2.1 Las MSC en el microambiente y su papel en la quimioresistencia

Para determinar in vitro la susceptibilidad y la resistencia de las células leucémicas a diferentes
quimioterapéuticos, ultimamente se ha tenido en cuenta el soporte de las MSC. Esto debido a que la
presencia del estroma preserva la heterogeneidad de las diferentes muestras respecto a su capacidad
proliferativa y los patrones de sensibilidad observada in vivo en modelos de xenoinjertos.
(Frismantas et al., 2017). La intercomunicacién que tiene lugar en el microambiente entre las células
leucémicas y las MSC ocurre de formas diferentes; sin embargo, se ha visto que, especialmente el
repertorio de factores solubles, asi como el contacto directo entre los dos tipos de células,
contribuyen de manera significativa a la quimiorresistencia (Tesfai et al., 2012; Bakker et al,, 2016).
Las MSC regulan de forma positiva moléculas antiapoptdticas en las células leucémicas apoyando su
proliferacion y supervivencia. Se ha descrito en modelos in vitro con soporte estromal que las células
mesenquimales protegen a las leucémicas de la apoptosis inducida por citarabina, asi como la

apoptosis por deprivacion de suero (Konopleva et al., 2002). Existe una relacion entre la proteccion
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que ejerce el microambiente con la respuesta al tratamiento quimioterapéutico. El co-cultivo de
células de pacientes con AML en presencia del estroma, alterd la expresién de los transportadores
ABC en un proceso dependiente del factor similar a la insulina (Benabbou et al., 2004), conduciendo
a la aparicion de un fenotipo de multirresistencia a drogas (MDR, por sus siglas en inglés). Se ha
descrito también que las MSC pueden mantener la supervivencia y la quimiorresistencia de blastos
de AML mediante la induccién de un fenotipo “side population” (SP, por sus siglas en inglés). Este
mecanismo de quimiorresistencia se relacioné también con un fenotipo quiescente y la activacion de
transportadores ABC, responsables del eflujo activo del farmaco mitoxantrona. Ademas, de una
capacidad de expansién y clonogenicidad limitadas, la capacidad de las MSC de pacientes con AML
para promover el fenotipo SP en los blastos fue similar e incluso mejor que la de las MSC de donantes
sanos. Esta observacion sugiere que el estroma de la MO de los pacientes puede adaptarse para
promover la proteccién o supervivencia a los blastos apoyando el hecho de que existe una estrecha

intercomunicacion entre las poblaciones del microambiente (Boutin, 2020).

Se considera que las MSC juegan un papel importante en la resistencia extrinseca de las células
leucémicas a la quimioterapia, ya que al ser un elemento importante del microambiente confiere una
ventaja en la supervivencia de la célula tumoral, que por lo general puede traer consigo cambios en
su perfil transcripcional (Meads et al, 2008). En este contexto, numerosas evidencias se han
encontrado en diferentes tipos de neoplasias hematolégicas (Houthuijzen et al., 2012). En efecto,
células de leucemia mieloide crénica (CML, por sus siglas en inglés) se protegieron de la muerte
celular inducida por imatinib por el co-cultivo con MSC, a través de la secrecion del factor 1 derivado
de células estromales (SDF-1a, por sus siglas en inglés), seguido por la activacion del receptor de
quimiocinas C-X-C tipo 4 (CXCR4) en las células leucémicas y una consecuente disminucién en la
actividad de caspasas (Vianello et al, 2010). Esta expresion aumentada de CXCR4 se ha asociado
también con un incremento en la capacidad de migracidn de las células leucémicas promoviendo un
fenotipo de resistencia (Jin et al, 2008). En leucemia linfoide crénica (CLL, por sus siglas en inglés) se
ha observado que el tratamiento quimioterapéutico puede erradicar células leucémicas circulantes,
sin embargo, las que residen en la MO o son co-cultivadas con MSC, son menos sensibles al
tratamiento (Balakrishnan et al, 2010). En el estroma se pueden inducir fendmenos de estrés
oxidativo durante el desarrollo de la leucemia (Moschoi et al., 2016), al tiempo que las mismas células
contribuyen al influjo de calcio en las células ALL y a la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés). Sin embargo, las células estromales contribuyen al balance redox de
las células leucémicas proporcionandoles metabolitos empleados por la célula tumoral para producir

productos antioxidantes favoreciendo asi la quimiorresistencia (Liu et al., 2015). Se ha descrito que
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las MSC de la MO pueden convertir la cistina en cisteina, un producto metabolizado por las células
CLL a glutation. La ausencia de este efecto del estroma contribuye a una sensibilidad aumentada de
las células leucémicas a la quimioterapia (Zhang et al., 2012). En el mismo sentido, en ALL las MSC
pueden conferir resistencia al tratamiento con asparaginasa, supliendo los requerimientos de las
células leucémicas de asparagina, que de otra forma seria insuficiente para su supervivencia y

proliferacion (Iwamoto et al., 2007; Laranjeira et al,, 2012).
2.2 Mecanismos que median la quimorresistencia

Como se mencion6 anteriormente las MSC pueden ejercer un efecto promotor de la supervivencia en
las células leucémicas a través de diversos mecanismos. Muchos de esos efectos se ven reforzados
por la activacion de otras rutas de sefializacion en presencia de agentes quimioterapéuticos. Ademas,
se ha reportado el papel de CXCL12/CXCR4 en la regulacién de complejos de adhesién celular, asi
como en procesos de migraciéon y “homing”, mediados entre otros por la enzima PKC (Spiegel et al,,
2004), ruta de sefializacién que también estd involucrada en la resistencia de las células leucémicas.
Una expresidn elevada de CXCR4 en blastos de BCP-ALL se ha asociado con un mal prondstico
(Schneider et al,, 2002; Van den Berk et al,, 2014). Modelos murinos que recibieron transplantes con
células BCP-ALL y que fueron tratados con vincristina y un antagonista de CXCR4, mostraron una
reduccion en la infiltracion de las células tumorales (Parameswaran et al., 2011). Otros estudios
ademas indican que en respuesta a diferentes agentes quimioterapéuticos lineas celulares de ALL-B
sobre-regulan la expresion en superficie del receptor CXCR4; el empleo del inhibidor AMD3100 en
estas células leucémicas pretratadas disminuyd la proteccion ejercida por las MSC (Sison et al., 2014).
De forma interesante y en respuesta a dicha inhibicidn, in vivo las células sobre-expresaron CD49a

(VLA-5a) y CXCR?7.

En otro escenario, las rutas de sefializaciéon Notch3 y 4 indujeron quimiorresistencia en células ALL-
B posterior al tratamiento con corticosteroides. Ambas moléculas se sobre-expresaron tanto en las
células leucémicas como en las MSC en condiciones de co-cultivo, y su inhibicién por el tratamiento
con el inhibidor GSI XII redujo la viabilidad de las células ALL (Kamdje et al., 2011). Ademas de Notch
3y 4 se encontrd que los efectos del soporte eran también mediados por Jagged-1/2 a través del
contacto directo con las MSC. Esa alteracion en la sefializacion de NOTCH por el co-cultivo de células
ALL con MSC va en detrimento de la expresion de marcadores propios del linaje osteogénico,
resultando en un remodelamiento del microambiente in vivo (Yang et al., 2015). En modelos de
mieloma, la misma ruta promueve ademas la produccién de factores como la interleuquina 6 (IL-6),

el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo
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1 (IGF1) que refuerzan el efecto protector del estroma sobre las células leucémicas (Colombo et al.,

2016).

En condiciones de co-cultivo tanto las células MSC como las ALL-B pueden expresar altos niveles de
WNT, que mantiene la proliferacion de las células leucémicas y la progresion del ciclo celular a través
de la expresion de E2F1, MYBL2 and CDC25B (Khan et al., 2007). En presencia de citarabina las MSC
protegieron de la apoptosis tanto a lineas celulares leucémicas como muestras primarias de
pacientes con ALL-B. Esto se relacion6 con un incremento en la expresion de diferentes moléculas
que participan en la sefializacion de WNT, entre ellas, Lef1, c-Myc, y CCNDBP1, contrario a lo que se
observo en los cultivos sin MSC (Yang et al,, 2013). El tratamiento con XAV939, un inhibidor de B-

catenina, sensibilizé a las células leucémicas tanto in vivo como in vitro al tratamiento con citarabina.

La regulacion de las funciones de las células leucémicas por parte de las MSC puede darse ademas a
través de la secrecion de factores solubles producidos por el contacto directo entre las dos
poblaciones celulares (Cheung & Van Ness, 2001). De manera interesante, la expresion de diferentes
citoquinas esta ademas influenciada por el tratamiento quimioterapéutico (Wu et al., 2005). Factores
de crecimiento y citoquinas como IL-6 producidos por las MSC pueden ser capaces de proteger
células leucémicas de la apoptosis inducida por glucocorticoides, a través de la sobre-regulacion de
moléculas como Bcl-XL y otras asociadas con el ciclo celular. Cuando la produccién de IL-6 se inhibi6
en el co-cultivo la sensibilidad al faArmaco aumentd. Las MSC no protegieron de igual forma a las
células leucémicas en presencia de doxorrubicina (Cheung, 2001 & Van Ness, 2001). En el mismo
sentido, células de pacientes con ALL-B co-cultivadas con células estromales mostraron un
incremento en la proliferacién modulada por IL7, IL3 y CXCL12, efecto que se vio acompafiado por la
fosforilacion de PI3K/Akt, p38MAPK y MEK/ERK (Juarez et al., 2007). Adicionalmente, las células
leucémicas a través de la expresion aumentada de IL-8 y CCL2, incrementaron su capacidad de
adhesion al soporte, promoviendo ademdas la supervivencia de las MSC y contribuyendo al
establecimiento de un microambiente leucémico propicio para la progresiéon de la enfermedad (De
Vasconcellos et al., 2011). Lo anterior apoya la idea que las interacciones célula-célula, los factores
solubles, la quimioterapia y también los defectos genéticos, pueden contribuir en la respuesta a la

terapia. Es de suma importancia entender como todas esas variables pueden relacionarse entre si.
2.3 Moléculas de adhesion y resistencia

Del mismo modo que el microambiente tiene un papel importante en la transformacién maligna, asi

mismo las células leucémicas pueden remodelarlo en pro de su supervivencia creando un
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microambiente “permisivo” que interfiere de diferentes maneras con la hematopoyesis
normal (Ishikawa et al. 2007; Colmone et al., 2008, Schepers et al., 2013). En modelos experimentales
de ALL, las células leucémicas, en presencia de agentes quimioterapéuticos, pueden reestructurar su
microambiente reclutando células MSC, a través de la sobre-expresion de la quimiocina ligando 3
(CCL3) y factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-$1) y el
factor de diferenciacion y crecimiento 15 (GDF15). Lo que indica que las células leucémicas liberan
factores al microambiente en respuesta a la terapia, conduciendo a la remodelacién del
microambiente alterando las funciones de las MSC que entonces confieren un mejor soporte para el

crecimiento de las células leucémicas (Duan et al., 2014).

La inhibicion de la apoptosis, tanto espontanea como inducida, por la quimioterapia se ha reportado
que se debe en parte a la presencia de las MSC. Estudios previos han mostrado que la adhesién al
soporte de las células ALL-B puede protegerlas de la muerte, un fenémeno descrito como resistencia
a medicamentos mediada por adhesion celular (CAM-DR, por sus siglas en inglés) (Damiano et al.,
1999). A diferencia de los tumores sélidos, en las neoplasias hematoldgicas las células leucémicas no
crecen como esferoides, las interacciones célula-célula o célula matriz extracelular se dan con
componentes del microambiente de la MO, donde diferentes moléculas de adhesién participan
mediando el crecimiento, la diferenciacion, supervivencia y “homing” de las células hematopoyéticas

y leucémicas (Consoli, 1998; Hazlehurst & Dalton, 2001; Levesque & Winkler, 2016).

Estudios en CLL mostraron que el soporte mesenquimal promueve la supervivencia de las células
leucémicas en presencia de Dexametasona y Ciclofosfamida (Kurtova et al., 2009); el contacto directo
fue indispensable en dicha proteccién, ya que al separar las células el efecto se revertia. Se ha
reportado que lineas celulares de ALL presentan una adhesién diferencial al estroma (Moses et al.,
2016) donde las células mas adherentes exhiben una menor sensibilidad a agentes
quimioterapéuticos, se caracterizan por su estado quiescente y ademds presentan una alteracion en
su metabolismo. En la bisqueda de potenciales agentes terapéuticos han sido relevantes los estudios
que demuestran la sobrerregulaciéon en las células leucémicas de moléculas de adhesién, como
CXCR4, VLA4 y CD44 (Nervi et al,, 2009; Matsunaga et al., 2003; Jin et al., 2006). Una expresion
elevada de FAK se ha relacionado con el aumento en la capacidad de adhesién en algunas leucemias
Ph+ con mutaciones en IKZF1, un fenotipo asociado ademas con una relocalizaciéon de estas células
hacia la region periarteriolar de la MO y la agresividad de este subtipo en particular (Churchman et
al,, 2016). La inhibiciéon de FAK combinada con inhibidores de BCR-ABL alter6 la adhesion de las

células leucémicas y su crecimiento in vivo.
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La sefializacién mediada por la interaccién directa entre las MSC y las células leucémicas a través de
integrinas, activa otras rutas de sefalizacién que favorecen la supervivencia de la célula tumoral. En
este escenario, la serina/treonina quinasa ILK (“Integrin-linked kinase”) juega un rol central en la
activacion de rutas de sefializacién mediadas por integrinas. Dicho contacto induce la activacién de
las rutas ILK/Akt, ERK1/2, y STAT3 en las MSC en una manera dependiente de PI3K, protegiendo a
las células leucémicas de la apoptosis en modelos tanto de ALL como de AML (Tabe, 2007).
Recientemente, se demostr6 que ILK puede también ser activada en las células leucémicas a través
de una expresion elevada en las MSC del gen POSTN, que codifica para la proteina de matriz
extracelular periostina, activando un “loop” de retroalimentacién que involucra ILK/NF-kB,

finalizando con la produccién de CCL2 y promoviendo la progresién de la leucemia (Ma et al., 2019).

La adhesién de células leucémicas a la MO contribuye ademas a la quimiorresistencia de las células
tumorales residuales (Nwajei & Konopleva, 2013) cuya presencia esta relacionada con las recaidas.
Moléculas de adhesidn como osteopontina, VLA-4/VCAM, LFA-1/ICAM-1 y N-cadherina que median
el contacto directo entre las células MSC y las HSC en condiciones de homeostasis, se convierten en
elementos importantes teniendo en cuenta que pueden también contribuir a la proteccién de las
células leucémicas en su microambiente, siendo moduladores claves de la sensibilidad a los agentes
quimioterapéuticos convencionales. Al respecto, se ha descrito que la integrina-a4 (CD49d o VLA4)
ademas de estar involucrada en el proceso de “homing” de las células leucémicas a la MO (Shishido
et al, 2014) también participa mediando su adhesion al estroma. Esta molécula se ha identificado
como un factor de riesgo en ALL dado que reduce la sensibilidad de las células a Doxorrubicina a
través de la activacion de la ruta NF-kB (Liu et al, 2013). De igual, forma se ha observado que la
activacion de NF-kB tanto en las MSC como en las células leucémicas participa en la quimioresistencia
de lineas celulares de ALL-B dependiente de la interaccion entre VLA-4 (en las células leucémicas) y
VCAM-1 (en las MSC) (Jacamo et al,, 2014). Mas recientemente, en modelos de BCP-ALL y AML el
papel de algunas tetraspaninas como CD9 y CD82 también se ha relacionado con la regulacion de la
sensibilidad de las células leucémicas a la quimioterapia mediada por el estroma bien a través de la
senalizacion VLA-4/VCAM-1 (Leung et al.,, 2019) o a través de PKCa, la consecuente activacion de la

integrina 1 y la senalizaciéon mediada por p38 MAPK (Floren et al., 2020).

Lo anteriormente expuesto en este capitulo soporta la idea de que el microambiente y
particularmente las MSC promueven en las células leucémicas, un fenotipo menos sensible a los
agentes quimioterapéuticos debido en parte a través del contacto directo entre las dos poblaciones

de células. En este fendmeno, las rutas NF-kB, MAPK, PI3K/AKT parecen jugar un papel importante,
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y en los tres casos ademas PKC puede ejercer un efecto regulador de su sefializacién (Lutzny et al.,

2013; Kolch et al,, 1993; Amigo-Jiménez et al,, 2015).

3. PROTEINA QUINASA C (PKC)
3.1 Bioquimica

La PKC ha sido blanco de intensos estudios desde hace mas de treinta afios cuando se descubrié que
la enzima era un receptor celular de los ésteres de forbol, agentes con caracteristicas pro-tumorales
(Kikkawa et al.,, 1983). Al respecto, la complejidad del estudio de las vias de sefializacién de esta
proteina reside en el amplio repertorio de isoformas estructuralmente relacionadas pero que
difieren en su papel bioldgico (Garg et al,, 2014). La PKC comprende una familia de 10 isoenzimas,
codificadas por 9 genes, localizados en diferentes cromosomas, y categorizadas en 3 familias
diferentes: isoenzimas clasicas cPKC («, BI, BII y y), nuevas nPKC (8§, &, 1 y 0) y atipicas aPKC (¢, ).
Todas las isoformas comparten un dominio de homologia o de unién a ATP (C3) y un dominio
catalitico (C4). Las cPKC y nPKC comparten ademas un dominio C1 rico en cisteinas al cual se une el
diacilglicerol (DAG); sélo las convencionales presentan el dominio C2 (o de unién a Ca2+); las
isoformas atipicas pueden ser activadas por interaccion proteina-proteina a través de su dominio
PB1. Las isoenzimas cPKC y nPKC son activadas mediante fosforilacidn, en un estricto orden en tres
sitios especificos (Newton, 2003). Un segmento pseudosustrato mantiene a PKC en una conformacion
autoinhibida, la cual es revertida por la uniéon de un segundo mensajero. Las cPKC son activadas por
union a DAG y Ca?+, mientras que las nPKC son tinicamente activadas por DAG. (Takai et al. 1979;
Nishizuka 1986; Mochly-Rosen et al. 1991). La activacion de PKC promueve su translocacion del
citosol a las membranas en la célula, dicha localizacién es mediada especificamente por proteinas
RACK (“receptor for active C-kinases”). Adicionalmente, PKC se activa por transfosforilacidn,

autofosforilaciéon o por protedlisis (Parekh et al., 2000).

3.2 PKC clasicas y cancer

Las PKC clasicas (a, BI, BIl y y) se han relacionado tipicamente con el desarrollo, mantenimiento y
progresion de los tumores malignos. PKCa y 8 se consideran reguladores criticos de la supervivencia,
la proliferacién, migracién e invasion celular en una variedad de tumores (Griner & Kazanietz 2007).
Sin embargo, esta claro que las funciones especificas de las isoformas de las PKC dependen del tipo
de célula y del contexto, de modo que las diferentes isoformas pueden ejercer efectos opuestos bien

sea promoviendo o reprimiendo la tumorigénesis. La isoforma PKCa se activa en respuesta a muchos
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estimulos fisiologicos diferentes; esta implicada en la progresién del cancer debido a su capacidad
para aumentar el crecimiento celular y la migracién, asi como para promover la actividad
antiapoptética. En tumores solidos, las isoformas de PKC[3 se han relacionado con la progresion de
diferentes tipos de cancer, entre ellos cancer de seno, colon, prdstata y glioblastoma (Isakov et al.,

2018).

En neoplasias hematoldgicas, la isoforma o juega un papel indispensable en la supervivencia de
poblaciones de células B (Keenan et al,, 1999; Barragan et al,, 2002); se ha reportado que diferentes
miembros de la familia PKC se expresan en células stem leucémicas y desempefian funciones
importantes en la leucemogénesis (Nakagawa et al, 2006). El inhibidor TDZD-8, que afecta la
integridad de la membrana anulando la sefializacién de PKC, induce la muerte especifica de células

progenitoras leucémicas de AML, CML, ALL y CLL (Guzman et al., 2007).

La senalizacién de PKC también se ha visto implicada en la modulacién de vias de supervivencia
activadas en células leucémicas en parte a través de la activaciéon de JAK2 (Abrams et al,, 2007). Se
ha demostrado que la PKCPII esta sobreexpresada y presenta una alta actividad en células de cultivos
primarios de muestras de pacientes con CLL. En efecto, en células con mutaciones en JAK2 el
tratamiento con el inhibidor de PKC Go6976 reduce adicionalmente la actividad de PKC (Grandage
etal, 2006), sugiriendo que existen mecanismos de intercomunicacidn entre las rutas de sefializacion

que podrian ser intervenidos terapéuticamente a través de la inhibicién especifica de PKC.
3.3 PKC y resistencia a la quimioterapia

La expresion de PKC se ha asociado con el fendmeno de MDR en diferentes tipos de cancer sélido y
en neoplasias hematolégicas (Basu, 2010). Algunas isoenzimas regulan, a través de diferentes
mecanismos, la sensibilidad de las células a agentes quimioterapéuticos, la mayoria de ellos
pertenecientes a las familias de las antraciclinas, vinca alcaloides, taxanos y antibiéticos, todos
comunmente usados en el tratamiento del cancer. En células MCF-7 de cancer de seno con resistencia
a doxorrubicina se observé un incremento en la expresion de PKC (Fine et al., 1998). Células de la
linea HL-60 de leucemia promielocitica y la linea MOLT3 de leucemia linfoblastica que desarrollaron
in vitro MDR mostraron también un incremento en la actividad de la PKC (Aquino et al.,, 1988;
Schwartz et al,, 1991). En otros casos ademas se constaté que dicho incremento en su actividad
estaba relacionado con una disminucién del medicamento a nivel intracelular (Ido et al., 1986),
sugiriendo que la PKC desempefia una funciéon importante en la resistencia intrinseca de las células

ala quimioterapia. Muchos estudios muestran que la isoforma PKCa contribuye a la MDR a través de
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una sobre-regulacién de su expresién tanto a nivel transcripcional como postranscripcional (Basu,
2010). En otros escenarios se ha descrito que a diferencia de las isoformas clasicas a y 3 que se sobre-
expresan en células que adquirieron el fenotipo de resistencia, las isoformas nuevas € y 6 se redujeron
(Blobe et al., 1993), indicando que la contribucion a la MDR de PKC estéa restringida s6lo a algunas de

las isoenzimas, siendo ademas esta caracteristica dependiente del tipo celular.

Existen diversos mecanismos a través de los cuales se promueve la MDR y la PKC en dicho fenotipo,
puede participar a diferentes niveles. Se ha demostrado que la activacién de PKCa induce la
fosforilacion de la glicoproteina P (Chambers et al, 1992), una bomba dependiente de ATP
responsable de la expulsion de los medicamentos desde el interior de la célula, induciendo al mismo
tiempo la expresion del gen MDR1 a través de los factores de transcripcion NF-kB y c-Jun
(Ratnasinghe et al., 2001; Kameyama et al.,, 2008). En otro trabajo, la sobre expresién de PKCfI
promovié el fenotipo MDR, sin embargo, la expresion de la glicoproteina P no se alteré (Fan et al,,
1992), indicando que PKC puede actuar a través de otros mecanismos. En ese sentido, PKC también
juega un papel importante en el proceso de apoptosis, alterando la funcién de reguladores claves en
la promocion de la supervivencia. Se considera que las isoformas a, €, ¢ y 1 de PKC funcionan
indirectamente también como proteinas antiapoptoticas (Basu, 2010). La activaciéon de PKCa o su
expresion ectdpica en células REH (ALL) induce su translocacién a la membrana mitocondrial donde
fosforila Bcl-2 (Ruvolo et al., 1998). La activaciéon de PKC ademas inhibe la fosfatasa PP2A (Jiffar et
al,, 2004), una enzima que modula directamente su actividad. Esta regulaciéon dual sobre la funcién
de Bcl-2 por parte de PKC conlleva a una reducciéon en la sensibilidad de las células a los
medicamentos. Finalmente, aunque los dos mecanismos mencionados anteriormente son los
principales mediadores del fenotipo de resistencia, otras moléculas diana de estos farmacos también
son reguladas por PKC, es el caso de las topoisomerasas [ y II las cuales son fosforiladas por accién

de la enzima (Samuels et al., 1989; Mouchel & Jenkins, 2006).

No necesariamente el papel de PKC en cuando a la resistencia se da como se detallaba anteriormente
de forma directa sobre otras moléculas a través de una fosforilacion. Existen reportes que sugieren
una interrelaciéon mucho mas compleja entre el microambiente, las moléculas de adhesion, PKC, la
quimiorresistencia y la supervivencia de las células leucémicas. En co-cultivo células de CLL con
diferentes tipos de células estromales, se observd la activacidn de diferentes quinasas (Lyn, ERK, Akt
y PKC), asi como de factores de transcripcidon (NF-kB y STAT3). Ahi, la inhibiciéon de PI3K o de PKC
elimino el efecto protector del estroma, volviendo sensibles a las células leucémicas al tratamiento

con triéxido de arsénico. Esa proteccidn involucr6 el contacto fisico entre la célula estromal y la
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leucémica. El bloqueo de las integrinas a41 y aL.32 fue suficiente también para abolir la proteccién

ejercida por el microambiente (Amigo-Jiménez et al., 2015).

Una de las evidencias mas importantes del papel de PKC en el microambiente, especificamente en las
MSC, la aporté con su trabajo Lutzny y colaboradores en el 2013, donde células B leucémicas
indujeron la expresién de la isoforma PKCII en células MSC, la activaciéon de NF-kB, siendo esta
sefializacion indispensable para la supervivencia de las células leucémicas ALL-B in vivo (Lutzny et
al., 2013). NF-kB se ha descrito como uno de los factores transcripcionales centrales en la produccion
de citoquinas, asi como en la regulacién de la expresién moléculas de adhesién en favor de la
proliferacion y supervivencia de las células leucémicas (Karin, 2006). Ademas, recientemente se
describi6 que la inhibicién de PKC-3 en las MSC aumenta la sensibilidad de las células de ALL-B ala
quimioterapia (Park et al, 2020). Empleando inhibidores de PKC se observd una
quimiosensibilizacion in situ de las células B, alterandose la expresion de proteinas como VCAM1 que
participan en los mecanismos de adhesion celular. Se hallé una relaciéon importante entre PKC y la
biogénesis lisosomal mediada por el factor TFEB, clave en el mantenimiento de la integridad de la
membrana celular, donde se expresan justamente estas moléculas que median la interaccion célula-
célula y célula matriz extracelular. Parte de estos resultados estan de acuerdo con los hallazgos que

describimos aqui y que publicamos recientemente (Ruiz-Aparicio et al., 2020).
3.4 Estrategias de inhibicién de PKC

El hecho de que PKC tanto en células normales como en células malignas participe en diferentes
procesos de la fisiologia celular hace indispensable un estudio detallado de la funciéon de cada
isoforma. Se ha descrito que, asi como algunas de las isoenzimas tienen un papel protumorigénico
(Jiffar et al., 2004), otras actiian como supresores de la proliferacion (Redig et al., 2008). Eso hace
que sea importante la busqueda de inhibidores especificos. Los principales retos residen en el
sustancial grado de homologia entre las diferentes isoenzimas y sus similitudes a nivel estructural
(Isakov, 2018). Las diferentes estrategias de inhibicién de PKC comprenden moléculas que compiten
por el sitio de unién de ATP o el dominio C1 de unién a DAG; otras se basan en la inhibicion de la
interaccion de PKC con sus efectores empleando ademas de moléculas pequeiias, oligonucleétidos y

péptidos (Mochly-Rosen et al., 2012).

Inicialmente se identificaron varias moléculas que regulaban corriente arriba la actividad de PKC, el
hecho de inhibirlas implicaba también inhibir la activacién de la mayoria de isoenzimas. PDPK1 un

regulador de quinasas fue una de esas moléculas blanco, sin embargo, su inhibidor UCN-01 en
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ensayos de fase I/Il no mostré la efectividad esperada (Sato et al., 2002; Welch et al, 2007).
Adicionalmente y partiendo de la base que mTOR participa en la fosforilacién de residuos tanto en
las isoenzimas convencionales como nuevas, se desarroll6 el compuesto AZD2014, el cual inhibié el
crecimiento de diferentes tipos de células tumorales (Pike et al., 2013); otros inhibidores de mTOR
mostraron escasos beneficios, con respuestas poco durables en los pacientes. En ambos casos, inhibir
PDPK1 o mTOR no fue selectivo, teniendo en cuenta que estas moléculas fosforilan residuos bastante
conservados entre las diferentes isoenzimas (Isakov, 2018). De mayor relevancia, han sido los
inhibidores que compiten con ATP. No obstante dificultades parecidas respecto a la homologia no
so6lo entre isoenzimas, sino en general con otros cientos de proteinas quinasas hacen de esta
estrategia también un reto paralos investigadores. Estaurosporina (ESTAU) es uno de los inhibidores
competitivos quizds mas ampliamente conocido y estudiado. Este compuesto se une a todas las
isoformas de PKC y a otras quinasas (Steinberg et al., 2008), sin embargo, por su falta de selectividad
no ha sido usado a nivel clinico. Con el tiempo, otros compuestos con mayor eficacia y especificidad
fueron desarrollados; Midostaurina, un derivado de la ESTAU se ha evaluado en monoterapia y
terapia combinada mejorando en algunos casos la supervivencia de los pacientes (Lazarus et al.,
2016). El compuesto Enzastaurina (ENZA), inhibidor de la isoforma 3, ha sido evaluado en diferentes
modelos tumorales tanto sélidos como hematoldgicos, encontrandose en el ultimo caso varias
evidencias que apoyarian su evaluacion también en ALL. De los estudios empleando este inhibidor,
se destaca el trabajo en el 2007 de Podar y colaboradores, quienes evaluaron in vivo e in vitro los
potenciales efectos citotéxicos de ENZA sobre lineas celulares y células aisladas de pacientes
diagnosticados con mieloma multiple con un fenotipo MDR, se encontrd que el compuesto inhibia
tanto la proliferacién como la supervivencia de estas células, y su efecto citotdxico era sinérgico con
otros agentes quimioterapéuticos. De forma importante, en el contexto de la MO, la ENZA inhibié la
activacion de la PKC asociada a secrecion de factores de crecimiento y citoquinas por parte de las
células estromales, afectando ademas la adhesion mediada por VEGF e IGF-1 de las células mieloides
(Podar et al., 2007). Este inhibidor se report6 inicialmente como especifico para la isoforma {3 (Graff
et al,, 2005); sin embargo, estudios posteriores indicaron que también inhibia la izoenzima a
promoviendo la apoptosis en células de AML, disminuyendo la fosforilacion de Bcl-2 y la activacion
de la proteina ERK (Ruvolo et al, 2011). En otros estudios, el uso de Enzastaurina redujo la
fosforilacion de AKT y GSK3[ (Saba et al,, 2012). Las briostatinas, son moléculas inhibidoras del
dominio C1 de las isoenzimas convencionales y nuevas, antagonizan con los esteres de forbol,
promoviendo una rapida degradacion de PKC (Isakov et al, 1993). En neoplasias del tejido

hematopoyético se ha demostrado su capacidad de promover la diferenciacion celular e inhibir la
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proliferaciéon de muestras primarias de pacientes con leucemia (Drexler et al., 1989). Péptidos que
inhiben la interaccién proteina - proteina, importantes mediando la translocacién de PKC hacia
diferentes compartimentos de la célula se han desarrollado como una de las aproximaciones mas
exitosas buscando la inhibicion especifica de las diferentes isoformas de la enzima. El disefio de estas
moléculas se basa en el hecho de que las diferentes isoenzimas de PKC interacttian con proteinas
RACKs que tienen una funcién de anclaje y selectivamente se unen a PKC en un estado activo en
diferentes compartimentos subcelulares. Estas secuencias derivadas del dominio C2 de PKC pueden
inhibir la interaccion de PKC con RACK selectivamente (Stebbins et al., 2001; Mochly-Rosen et al.,
2012); otras de las aproximaciones empleando péptidos se han desarrollado para inhibir la

interaccion entre PKCe y actina o entre PKCe y HSP90 (Isakov, 2018).

Basados en el conocimiento estructural de PKC y especialmente en los mecanismos de regulacién de
su actividad por la secuencia pseudosustrato (PS) amino-terminal, el grupo de Fisiologia Celular y
Molecular (FCM) desarrolld el péptido quimérico HKPS (Perdomo-Arciniegas et al, 2008). La
molécula comprende dos secuencias, la secuencia HK de caracteristicas hidrofébicas capaz de
permear la membrana celular e internalizarse en la célula, actuando como una secuencia cargo (Liu
et al, 1996; Torgerson et al., 1998; Cubillos & Vernot, 2007) y la secuencia PS que se transloca en la
célula e inhibe la PKC. Esa inhibicién puede ocurrir a través a través del bloqueo del sitio catalitico
de PKC mediado por la secuencia PS o mediante la regulacién alostérica de la enzima por la secuencia
HK. Se determiné mediante ensayos enzimaticos empleando la enzima recombinante que HKPS

inhibe la actividad de isoformas clasicas de PKC (Perdomo-Arciniegas et al.,, 2008).

Estudios in vitro en el grupo de FCM, han demostrado la capacidad del péptido HKPS de inhibir el
crecimiento de diferentes lineas celulares leucémicas en condiciones de monocultivo. La evidencia
sugiere que PKC ademads de participar en la promocidn de la supervivencia de las células leucémicas,
también es un elemento importante en el soporte que confieren las MSC. Se plantea en el presente
trabajo la evaluacién del péptido HKPS junto con otros inhibidores convencionales de PKC en un
modelo de nicho leucémico. Se pretende evaluar el papel de la inhibicidon de la enzima como un
mediador importante de la viabilidad celular mediada por el soporte, como en la supervivencia de las
células leucémicas derivadas de pacientes con ALL y su papel en la sensibilidad de la célula tumoral

frente al uso de agentes quimioterapéuticos cominmente usados en el tratamiento de la enfermedad.
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Planteamiento del Problema

Aunque el tratamiento para los pacientes con ALL-B ha tenido en los tltimos afios un incremento en
las tasas de supervivencia, alrededor del 20% de los pacientes recaen después de la quimioterapiay
otro porcentaje sufre efectos adversos por la toxicidad de los medicamentos. La EMR, relacionada
con la presencia en muy bajas frecuencias de células malignas después de que el paciente ha
alcanzado la remisiéon completa, esta también asociada con el riesgo de recaida (Luskin et al., 2018),
indicando que, células leucémicas no susceptibles a la terapia con agentes quimioterapéuticos
podrian ser responsables de la reaparicion de la enfermedad.

En ese sentido, se ha reportado que el desarrollo de la leucemia y la respuesta a la quimioterapia
estan influenciados no sélo por las caracteristicas intrinsecas de las células leucémicas que dan
cuenta de una alta heterogeneidad, sino también de las interacciones de las células leucémicas con
su microambiente (Tesfai et al., 2012). En especial, las MSC del estroma de la MO desempefian un
papel fundamental en la supervivencia y expansion de los blastos leucémicos primarios in vitro
(Manabe et al., 1992; Mudry et al., 2000); sin la presencia de estas células y su funcién de soporte, las
células leucémicas activarian procesos de apoptosis de forma espontanea.

En diferentes tipos de leucemia son varios los fenémenos mediados por las células MSC del estroma
que se han asociado entre otros, a mecanismos de quimiorresistencia. Estos van desde la adaptacién
redox mitocondrial (Liu et al., 2015), la quiescencia (Wang et al., 2017), 1a expresiéon de moléculas de
adhesion (Matsunaga et al, 2003; Jacamo et al, 2014), la sobre-regulacion de moléculas
antiapoptéticas (Konopleva et al.,, 2002; Lwin et al, 2007), la comunicacién a través de vesiculas
extracelulares (Chen et al., 2019) y recientemente, la transferencia mitocondrial (Moschoi et al.,
2016; Wang et al,, 2018). Aunque diferentes, estos mecanismos parten de un hecho en comun: la
coexistencia y la interaccion fisica entre las células leucémicas y su soporte con la consecuente
activacion de rutas de sefializacion que son importantes en la proteccion ejercida por el
microambiente. Una estrategia que permitiera lograr una disrupcion especifica de la comunicacién
intercelular en el microambiente, interviniendo sobre moléculas claves, que como PKCp, participan
no soélo en la promocién de la supervivencia de las células leucémicas sino siendo parte importante
de la funcién de soporte en las MSC, permitiria junto con la administraciéon de farmacos de uso
convencional, erradicar de forma mas eficiente las células leucémicas y al mismo tiempo, se podria
disminuir la toxicidad potencial causada por la quimioterapia, la que por si sola, puede no acabar por

completo la poblacién de células tumorales (Zeng et al., 2009).
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Objetivos

General

Evaluar el efecto de la inhibicién de la enzima PKC sobre la funcién de soporte de las células MSC a
las células leucémicas, la viabilidad de las células de ALL-B y el papel de la enzima en la respuesta de

las ALL-B ante agentes quimioterapéuticos y los posibles mecanismos involucrados.
Especificos

1. Determinar el efecto de la inhibicion de la enzima PKC sobre la viabilidad de las células ALL-B

en presencia o ausencia de MSC.

2. Evaluar el papel de la PKC relacionado con las funciones de soporte que confieren las MSC a las

ALL-B en presencia de agentes quimioterapéuticos.

3. Determinar la contribucion de la PKC en la sensibilidad de las células ALL-B al tratamiento con
agentes quimioterapéuticos mediante la evaluacion de la actividad de MDR1, MRP1, ABCG2 y
ALDH.

4. Evaluar la participacion de las vias de sefializacion de NF-kB, MAPK, AKT/PI3K en la resistencia

a farmacos en el nicho leucémico.

Hipoatesis

La interaccion directa entre las células ALL-B y las células MSC del estroma permite la supervivencia
de las células leucémicas de una manera dependiente de la expresion de la enzima PKC, cuya
inhibicion bloquea las senales de sobrevida en las ALL-B, volviendo a estas células mas susceptibles

a agentes quimioterapéutico.
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Materiales y Métodos

Sintesis de péptidos

Se sintetizaron las siguientes secuencias peptidicas: el péptido quimérico HKPS
(AAVALLPAVLLALLAPRKGALRQY), inhibidor de PKC, y como controles, las dos secuencias que lo
componen: la secuencia hidrofébica HK, derivada del sarcoma de Kaposi (AAVALLPAVLLALLAP) y la
secuencia pseudosustrato PS (RKGALRQY) conservada en las isoformas clasicas de PKC. En algunos
experimentos, se empled la quimera formada por la secuencia HK y una secuencia desordenada de
PS (scramble, HKPSscr). Los péptidos fueron sintetizados por el Laboratorio de Sintesis y Aplicacion
de Moléculas Peptidicas del Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias, por la técnica de
sintesis multiple en fase sdlida, utilizando resina MBHA y aminoacidos t-Boc; se purificaron por HPLC

y se caracterizaron por espectrometria de masas. Todos se usaron con una pureza >90% (Anexo, Fig.

$1).

Obtencion de MSC y caracterizacion

Las MSC se obtuvieron a partir de aspirados de MO de pacientes pediatricos sanos y se hizo con el
correspondiente consentimiento informado de los padres. Las células mononucleares (MNC) se
aislaron mediante gradiente de centrifugaciéon con Ficoll (Ficoll-Paque, d=1.077 g/ml, Sigma-
Aldrich, USA) y se sembraron a una densidad de 106 células/mL en medio Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM, por sus siglas en inglés) suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB)
10%, aminodacidos no esenciales y piruvato de sodio. Después de alcanzar una confluencia del 90%
se tripsinizaron y caracterizaron mediante inmunotipificacién por la presencia de los marcadores
CD73, CD105, CD90, CD44, CD13 en ausencia de marcadores de células hematopoyéticas CD34 y
CD45 por FACS. Las MSC se utilizaron para los diferentes experimentos entre los pases 3 y 5. En el
laboratorio previamente se habian también caracterizado las muestras de acuerdo a su potencial

multipotente hacia los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico (Anexo, Fig. S2).

Obtencion de muestras de pacientes con ALL-B y aislamiento de células ALL-B

Los pacientes con ALL-B se diagnosticaron en la Fundaciéon Hospital de la Misericordia (HOMI) en el
servicio de oncohematologia pediatrica, lo que incluye una inmunofenotipificaciéon por citometria de
flujo utilizando varios paneles de diagnéstico de Euroflow (https://www.euroflow.org/). El

diagnostico se establecié de acuerdo con los criterios de la OMS (Arber at al.,, 2016). Para esta
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evaluacién, se tomé una parte (1 ml) de las muestras recolectadas para la evaluacion diagndstica de
laboratorio de los pacientes que aceptaron participar en este estudio y que su(s) padre(s) o
acudientes firmaron el consentimiento informado. Los comités de ética de la Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia y de la HOMI aprobaron los protocolos (Resoluciéon 007-080-17,
11 Mayo 2017). Se utilizaron muestras de MO de pacientes con una infiltracién elevada (> 80%) de
blastos leucémicos, de primer diagndéstico que no hubieran empezado el tratamiento con corticoides.
El aislamiento de MNC de muestras de pacientes con ALL-B, se realiz6 por centrifugaciéon por

gradientes de densidad (Ficoll-Paque, d=1.077 g/ml, Sigma- Aldrich, USA).

Lineas celulares de ALL-B

Para algunos experimentos se utilizaron las lineas celulares de ALL-B RS4;11 t(4,11) (ATCC; CRL-
1873), REH (ATCC CRL-8286) y SUP-B15 (ATCC CRL-1929), de la ATCC. Las células se mantuvieron
bajo condiciones estandar de cultivo en medio RPMI-1640 (RS4;11 y REH) o en IMDM (SUP-B15)
suplementado con 10% de SFB, 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de piruvato de sodio y en el

caso de SUP-B15, 0.05 mM de 2-mercaptoetanol.

Establecimiento del co-cultivo de MSC con ALL-B

Para el establecimiento del co-cultivo, 5 x 10* células ALL-B /100 pL (lineas celulares o muestras de
pacientes) se sembraron en placas de 96 pozos directamente sobre una capa de MSC cultivadas 24 h
antes en medio IMDM con suplementos (densidad 1 x 104 células/100 uL, confluencia entre 70-80%).
Dependiendo del experimento, los cultivos se mantuvieron por 6, 24, 48 0 72 h en medio RPMI-1640
con suplementos. Cumplido el tiempo se hicieron las respectivas evaluaciones. Como controles se
emplearon células ALL-B o MSC solas en medio RPMI-1640 o IMDM con SFB 10%, piruvato de sodio

y aminoacidos no esenciales 1%.

En los ensayos de selectividad del péptido HKPS se co-cultivaron MSCy MNC a las mismas densidades
indicadas previamente y luego se determinaron los cambios en la viabilidad de las MNC por
citometria de flujo como se describe mas adelante. De forma parecida, en estos ensayos de
selectividad, células REH y MNC fueron co-cultivadas en proporciones iguales sobre las MSC

confluentes por 72 h.

Ensayos de citotoxicidad por MTT
Se determiné la citotoxicidad de los péptidos mediante el ensayo de MTT (Mosman, 1983),

inicialmente en blastos de pacientes con leucemia. Las células leucémicas se sembraron a una
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densidad de 5 x 104 células/100 pL y el tratamiento se hizo durante 2 h empleando concentraciones
de 20 y 40 pM de los diferentes péptidos. Como control de muerte celular se empled el inhibidor
ESTAU a una concentracién de 2 pM. Para determinar el papel del soporte (MSC) en la viabilidad de
las células leucémicas, se evalud el efecto citotdxico de estos compuestos sobre: 1) las ALL-B en
monocultivo; 2) las MSC en monocultivo; 3) el co-cultivo después de 2 y 24 h de tratamiento y
finalmente, 4) la viabilidad de las células leucémicas después del co-cultivo con las MSC pretratadas.
Cumplidos los tiempos, se adicion6 el MTT a una concentracién final de 50 ug/mL y se incubé por 4
h mas si la viabilidad a evaluar era Unicamente en las MSC. Para los co-cultivos el tiempo de
incubacién con el MTT se extendi6 por 18 h teniendo en cuenta el tiempo que demoraron las células
ALL-B en metabolizar el compuesto. Luego se adicionaron 100 pL de DMSO por 15 min para la
solubilizar los cristales de formazan. Posteriormente, se midié la absorbancia a 550 nm en un lector
de ELISA. Como control se emple6 Dimetil sulféxido (DMSO) a las concentraciones utilizadas para la

disolucion de los péptidos.

Evaluacion de la viabilidad en ALL-B por citometria de flujo

La viabilidad de las células leucémicas se determiné mediante marcacién con el reactivo LIVE/DEAD
Aqua. (Molecular Probes). Después de la incubacion de MSC con los inhibidores de PKC, los co-
cultivos se establecieron durante los periodos de tiempo indicados, se tripzinizaron y marcaron con
CD19 FITC y LIVE/DEAD Aqua. La linea celular leucémica RS4; 11 se evalud sola o en co-cultivo con
MSC pretratadas o no con los inhibidores de PKC ESTAU y ENZA En otros experimentos, las células
ALL-B de pacientes se sembraron a una densidad de 5 x 104 células/100 pL en microplacas de 96
pozos que contenian MSC confluentes y que se habian tratado previamente con los inhibidores
convencionales o los péptidos. La viabilidad celular se determiné después de 2 y 48 h de incubacioén.
Las mediciones se llevaron a cabo en un citometro FACSAria Illup (Becton Dickinson Biosciences).

Los datos se analizaron con el software Flow]o.

Evaluacion de la capacidad de soporte de las MSC

La capacidad de soporte de las células MSC se determin6 mediante ensayos funcionales de adhesion
y la expresion de moléculas de adhesién por citometria de flujo. 5 x 104 células obtenidas de pacientes
con ALL-B se cultivaron en placas de 96 pozos sobre una capa de MSC confluente, pretratada por 2 y
48 h con ENZA, ESTAU, el péptido HKPS y sus respectivos controles (PS, HK y HKPSscr). Las células
de ALL-B se dejaron adherir sobre las MSC durante 6 h en condiciones de cultivo estandar.

Posteriormente, el medio se removid y las células se lavaron con PBS 1X. La evaluaciéon de la

21



PKC en un microambiente leucémico con células MSC: Su participacion en el soporte, la supervivencia y los
mecanismos que median la resistencia a la quimioterapia en células ALL-B

capacidad de adhesién se determiné teniendo en cuenta el niimero de células leucémicas de partida
y calculando el nimero de células no adheridas por conteo en cAmara de Neubauer. Los co-cultivos
se fijaron y tifieron con cristal violeta, y luego se disolvi6 la tincién con EDTA al 0.1% en PBS 1X. La
absorbancia, como una medida de las células presentes en el co-cultivo, se determiné en un

espectrofotémetro a 450 nm.

Contribucion de los factores solubles a la supervivencia de las células ALL-B

Los medios condicionados se obtuvieron a partir de co-cultivos de MSC con células B-ALL o a partir
de MSC en monocultivo durante 72 h, en ambos casos en presencia de medio RPMI suplementado
con 5% de SFB. Tres dias después, se recogio el sobrenadante, se centrifugé a 700 g durante 5 min
para eliminar las células de B-ALL no adheridas y finalmente se filtré usando un filtro de 0,22 uM
(Corning Incorporated). Para los experimentos de viabilidad, las células B-ALL se resuspendieron en
los medios acondicionados frescos durante 72 h; a las 36 h se adicion6 nuevo medio condicionado
fresco. Las células B-ALL solas o los co-cultivos de MSC con células leucémicas en RPMI y 5% de SFB
se incluyeron como controles. La viabilidad de las células B-ALL se evalu6 mediante citometria de
flujo usando doble tinciéon con LIVE/DEAD Aqua y un anticuerpo monoclonal contra CD19 producido
en raton (anti-human CD19 APC-H7, BD Pharmigen) a las 24, 48 y 72 h.

Para los experimentos de Transwell (TW), se sembraron las células MSC y B-ALL en la camara
superior del inserto (tamafo de poro de 5 pm, 6.5 mm de didmetro, Corning Incorporated) a
densidades de 1 x 104 y 5 x 104 células, respectivamente. También en otra condicién, solo se
sembraron MSC en la cAmara superior del inserto. La camara inferior se llené con 600 uL de RPMI
suplementado con SFB al 5% que contenia 1.5 x 104 células de pacientes con ALL-B. Las células
leucémicas solas o los co-cultivos en la cdmara inferior se incluyeron como controles. La viabilidad
de las células B-ALL se evalu6 a las 24, 48 y 72 h mediante citometria de flujo como se describié

anteriormente.

Analisis de la expresion moléculas de adhesion en células MSCy ALL-B

La expresion de las moléculas VLA-4, VLA-5, VCAM, ICAM-1, CD44 y CXCR4 se determiné mediante
citometria de flujo. Las MSC fueron pre-tratadas por 2 h con los péptidos o inhibidores ENZA y ESTAU
y luego los co-cultivos se establecieron con células leucémicas por 6 h. Cumplido el tiempo, las células
ALL-B no adheridas se removieron por lavado con PBS 1X. Los co-cultivos se tripsinizaron y las
células se marcaron con los correspondientes anticuerpos monoclonales. Las MSC y células ALL-B se

identificaron mediante marcacién con los anticuerpos monoclonales APC mouse anti-human CD105
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(clon SN6, Invitrogen) y con APC-H7- mouse anti-human CD19 (clon SJ25C1, BD Pharmingen) o FITC-
mouse anti-human CD19 (clon HIB19, BD Pharmingen) respectivamente. Para las diferentes
moléculas de adhesion se emplearon los anticuerpos PE mouse anti-human CD49e (clon I1A1, BD
Pharmingen), APC mouse anti-human CD49d (clon 9F10, BD Pharmingen) or BV711 mouse anti-
human CD49d (clon 9F10, BD Horizon) APC mouse anti-human CD54 (clon REA266, Miltenyi Biotec),
PE mouse anti-human CD106 (VCAM-1) (clon REA269, Miltenyi Biotec) o BV605 mouse anti-human
CD106 (Clon 51-10C9, BD Horizon), FITC mouse anti-human CD44 (clon G44-26, BD Pharmingen) o
APC mouse anti-human CD44 (clon G44-26) y PE CD184 (CXCR4) (clon 12G5, Miltenyi Biotec). Para

el andlisis de datos se emple0 el software Flow]Jo v10.0.

Evaluacion del estado de activacion de rutas de sefializacion en MSCy células ALL-B

Se determind la activacion de las rutas de sefializacién FAK, AKT, STAT3, NF-xB y ERK1/2 mediante
Phosflow (BD Biosciences). Las células leucémicas se sembraron sobre una monocapa confluente de
MSC pretratadas previamente o no con el vehiculo, HKPS 40 uM, ENZA 20 uM, ESTAU 1 uM y después
de 2 y 4 h de co-cultivo se retiraron las células ALL-B no adheridas al soporte mediante lavado con
PBS 1X. Los co-cultivos o las células MSC solas se tripsinizaron, colectaron y lavaron con PBS para su
posterior marcacién. Las células se fijaron inmediatamente con 300 pL de Fix Solution Buffer
(Biolegend) e incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente por 30 min. Se adiciond 1 mL de 1X
Perm Buffer (Biolegend) a cada tubo y se hicieron lavados mediante dos rondas de centrifugacién a
600 x g por 5 min. Las células se incubaron por 30 min en la oscuridad y a TA con los anticuerpos
monoclonales BD Phosflow PE Mouse Anti-Akt (pT308), BD Phosflow Alexa Fluor 647 Mouse anti-
Akt (pS473), BD Phosflow Alexa Fluor 488 Mouse Anti-ERK1/2 (pT202/pY204), BD Phosflow Alexa
Fluor 647 Mouse Anti-Stat3 (pY705), BD Phosflow PE Mouse anti-FAK (pS910) y BD Phosflow PE
Mouse anti-NF-kB p65 (pS529). La adquisicién de datos un citometro FACs Aria Illup (BD

Biosciences) y el analisis de datos usando el software Flow]o.

Evaluacion de la capacidad protectora de las MSC ante agentes quimioterapéuticos

Para evaluar la sensibilidad de las células ALL-B a la quimioterapia en presencia del soporte las
células ALL-B se trataron durante 6 h con dexametasona (DEXA) 250 nM, vincristina (VINC) 250 nM
o metrotrexate (MTX) 6.25 uM. Luego se co-cultivaron conjuntamente con MSC confluentes pre-
tratadas o no durante 2 h con 40 pM HKPS, HK o 20 uM ENZA. Tres dias después, se recogieron las
células ALL-B no adheridas y se mezclaron con las células tripsinizadas de los co-cultivos. Para las

mediciones por citometria de flujo, las células se marcaron con CD19 FITC (clon HIB19, BD
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Pharmingen y el reactivo LIVE/DEAD Fixable Aqua (Molecular Probes). Las evaluaciones y analisis
se realizaron empleando el citémetro FACSAria IIlup (Becton Dickinson Biosciences) y los datos se

analizaron empleando el software Flow]o.

Actividad de los transportadores ABC

Empleando el EFLUXX-ID® Gold multidrug resistance assay kit (ENZO Life Sciences), se determiné
mediante citometria de flujo la actividad los transportadores MDR1, ABCG2 y MRP1. Después del
establecimiento de los co-cultivos las células ALL-B y MSC se trataron con DEXA (250 nM) en medio
RPMI suplementado con 10% de SFB, 1% de amino acidos no esenciales y 1% de piruvato de sodio.
Después de 72 h de co-cultivo se removieron las células ALL-B mediante un lavado con PBS 1X y los
co-cultivos se tripsinizaron. En tubos separados se adicionaron 2 pL del inhibidor de MDR1
(Verapamilo 300 nM), 2.5 uL del inhibidor de MRP (MK-571 750 nM) y 1 uL del inhibidor de BCRP
(Novobiocina 1.5 pM) completando a 125 pL con PBS; luego se adicioné 250 uL de la suspension
celular (2-5 x 10> células) en cada tubo y se incub6 con los inhibidores por 5 min. Como control de
actividad basal se emple6 DMSO 5%. Se agregaron 125 pL de la solucion Gold Dye (1pL por cada 125
uL de PBS) y 2 uL de los anticuerpos CD19 APC-H7 y 4 uL. de CD73 PE para la identificacion de las
poblaciones de células ALL-B y MSC, respectivamente, después de incubar los tubos 30 min a 37°C,
se adicionaron 10 pL de yoduro de propidio, se midié la actividad de los transportadores en el
citometro.El andlisis de datos se llevd a cabo empleando el software Flow]o y la actividad de cada
transportador se calculé como el factor de actividad de resistencia a multiples farmacos (MAF, por
sus siglas en inglés) considerando los valores de intensidad de fluorescencia media de las células en

presencia del inhibidor especifico para cada transportador y el control de actividad con el vehiculo.

Determinacion de la actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH)

La actividad de la enzima ALDH se determind mediante citometria de flujo empleando el AldeRed
ALDH Detection Assay (Merck KGaA). Las MSC se pre-trataron por 2 h con HKPS, PS (40 uM), ENZA
(20 pM) o el vehiculo (DMSO 0.4%) en medio sin suplementos. Los tratamientos se retiraron
mediante un lavado con medio incompleto y se establecieron los co-cultivos con células leucémicas
de un paciente con ALL-B, en medio RPMI con suplementos. Los co-cultivos se trataron o no con DEXA
(250 nM) durante 72 h. Cumplidos los 3 dias del co-cultivo, las células leucémicas no adheridas se
removieron mediante un lavado con PBS 1X y los co-cultivos con las MSC y ALL-B adheridas se
tripsinizaron, recogieron y lavaron mediante dos centrifugaciones sucesivas a 500 g por 5 min para

su posterior marcacion. Entre 1y 2 x 105 células fueron incubadas por 40 min a 37°C con Verapamilo
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el reactivo fluorescente AldeRed 588, un sustrato de ALDH que difunde facilmente en las células e
intracelularmente es convertido mediante una reaccién de oxidacion en AldeRed 588-A, un producto
que se retiene en el citoplasma, siendo la fluorescencia una medida directa de la actividad ALDH en
las células. La fluorescencia basal se determiné incubando las células con AldeRed 588 y el inhibidor
DEAB (N,N-diethylamino-benzaldehyde), especifico de ALDH1. Después de la incubacién y un lavado
de las células se midi6 la actividad ALDH en el citémetro y los datos se analizaron empleando el

software Flow]o.

Evaluacion de la actividad de fosfoquinasas y la ruta NF-kB

Se determind la activacién en las MSC de la ruta NF-kB empleando el Proteome Profiler Human NF-
KB Pathway Array (ARY029, R&D Systems) y el estado de fosforilaciéon de 43 quinasas usando el
Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array (ARY003B, R&D Systems) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, 1.2 x 106 MSC se sembraron en medio IMDM con
suplementos en cajas de 75 cm? hasta alcanzar confluencia del 90%. Segun el caso, las MSC se
pretrataron con HKPS 40 uM por 2 h y al cabo de ese tiempo se establecieron los co-cultivos con
células ALL-B por 2 h adicionales. En algunos casos, los co-cultivos de trataron con los agentes
quimioterapéuticos DEXA o VINC (500 nM). Las células leucémicas se removieron mediante 4
lavados con PBS 1X y uno con PBS 1X + EDTA, las MSC se lisaron por 30 min a 4°C con 800 uL del
buffer de lisis del Kit y la proteina se cuantificé mediante el método del acido bicinconinico (Thermo
Scientific). Las membranas se bloquearon durante 1 h y se incubaron toda la noche a 4°C con 200
(NF-xB) o 350 ug (Fosfo quinasas) de proteina. Al dia siguiente, las membranas se lavaron e
incubaron a temperatura ambiente por 1 h con el correspondiente cocktail de anticuerpos y después
de otra serie de lavados se incubaron por 30 min con estreptavidina-HRP. Para el revelado, las
membranas se cubrieron con 1 ml de Chemi Reagent Mix proveido en el kit y se expusieron entre 1 a
15 min en un casete de autorradiografia (Kodak), las peliculas se revelaron empleando un revelador
fotografico. Las fotografias se tomaron empleando el software Syngene Tools y los analisis se llevaron

a cabo en Image ], empleando el macro Protein Array Analyzer (V.1.1.c).

25



PKC en un microambiente leucémico con células MSC: Su participacion en el soporte, la supervivencia y los
mecanismos que median la resistencia a la quimioterapia en células ALL-B

Analisis estadistico.

Los valores se expresaron como la media + error estandar (SEM). La significancia estadistica se
evalué mediante un analisis de varianza no paramétrico de una via (ANOVA) con la prueba de
Kruskal-Wallis para experimentos de viabilidad o cuando se evalu6 la adhesién de células B-ALL. El
anadlisis agrupado de todas las muestras de pacientes que definen los rangos de respuesta al
tratamiento con HKPS fue hecho usando ordinary ANOVA de una via. Las comparaciones entre los
tratamientos HKPS y STAU en el grupo mas susceptible a HKPS se realizaron utilizando la prueba de
Wilcoxon. Para las comparaciones entre diferentes grupos combinando inhibiciéon del soporte y
quimioterapia se empled ANOVA de dos vias. En cada experimento se detallan las pruebas
estadisticas utilizadas. Los andlisis se realizaron utilizando el software Prism 6.0 y 8.0 p = 0.05 (*), p

=0.01 (**),p=0.001 (***) y p=0,0001 (****) fueron considerados estadisticamente significativos
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Resultados

El tratamiento con HKPS induce cambios morfoldgicos y una citotoxicidad diferencial

en blastos de pacientes con ALL-B

Teniendo evidencia de que el péptido HKPS inhibié el crecimiento de diferentes lineas celulares
leucémicas (datos no mostrados), se evalu6 en muestras de pacientes con ALL-B el efecto del
tratamiento con HKPS. Las células se obtuvieron a partir de aspirados de MO de los pacientes, quienes
al diagnostico tenfan una infiltracién de blastos leucémicos superior al 80% (93.14% * 4.63) (Anexo,
Tabla 1). Después de 2 h de tratamiento con 40 pM de HKPS las células perdieron su morfologia tipica
redondeada en cultivo volviéndose mas irregulares y presentando ademas extrusiéon de contenido
intracelular al medio de cultivo (Fig. 1A). Las células leucémicas tratadas con ESTAU fueron
apreciablemente mds opacas, sin embargo, no perdieron su morfologia tipica. El tratamiento con
ESTAU redujo su viabilidad de manera importante, pero este efecto fue inferior al observado cuando
las células que se trataron con HKPS. Esto sugiere que la diferencia en los mecanismos de inhibicion
de PKC tienen un efecto diferente sobre la muerte celular en las células leucémicas. Los péptidos HK
y PS no tuvieron ningun efecto (Fig. 1A). Se evaluaron 22 muestras en ensayos de citotoxicidad
observandose una heterogeneidad en la respuesta al tratamiento. Los pacientes (n=7) que mejor
respondieron al tratamiento con HKPS mostraron reducciones en la viabilidad entre 40 y 55% (Fig.
1B). Una proporcion igual (n=7) no respondi¢ al tratamiento y la viabilidad no se redujo por debajo
de 75%; 8 de las muestras presentaron una respuesta intermedia (Fig. 1C). De forma interesante, en
los 7 pacientes que mejor respondieron al tratamiento con el péptido, se observéd que el efecto de

HKPS fue superior al del inhibidor clasico de PKC ESTAU (Fig. 1D).
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Fig. 1 Efecto de HKPS sobre la morfologia y la viabilidad de células leucémicas obtenidas de pacientes

con ALL-B. A) Microfotografias representativas de células MNC derivadas de MO de un paciente pediatrico con

ALL-B tratadas por 2 h con el vehiculo (DMSO), HKPS, HK, PS o el inhibidor ESTAU a las concentraciones

indicadas. Magnificaciéon de las microfotografias 40x. B) Las células ALL-B se trataron con el vehiculo, los

péptidos, o el inhibidor ESTAU por 2 h como se muestra, la viabilidad se determin6 mediante ensayo MTT. C)

Distribucion de las 22 muestras de pacientes con ALL-B de acuerdo con el porcentaje de inhibicion de la

viabilidad después de 2 h de tratamiento con HKPS 40 uM. D) Comparacion del efecto de HKPS 40 uM con el de

ESTAU 2 pM en la viabilidad de un grupo de 7 pacientes que mejor respondid al tratamiento con el péptido,

empleando ensayo MTT. Los porcentajes de viabilidad se normalizaron respecto a los vehiculos. Datos

expresados como el promedio + SEM (non-parametric one way ANOVA (B), Wilcoxon test (D) * p < 0.05).
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La inhibicion de PKC con HKPS en las MSC afecta la viabilidad de las células ALL-B.

El establecimiento de los co-cultivos permitié evidenciar que las células leucémicas se adhieren
fuertemente a las MSC y que las células que no lo hacen presentan una morfologia diferente y mueren
rapidamente (Fig. 2A). Se determin6 que la presencia de las células stem mesenquimales es
indispensable para la supervivencia de las células leucémicas, que de otra forma sin soporte
alcanzarian altos porcentajes de muerte celular a los 3 dias (Fig. 2B). Esto esta de acuerdo con lo
reportado en la literatura donde se ha descrito que las MSC favorecen la progresion de la enfermedad,
protegiendo a las células malignas, en parte a través de la activacién de PKC (Lutzny et al,, 2013). Por
lo tanto, se evaluo si la inhibicién de PKC, enzima blanco del péptido quimérico HKPS, en las MSC
afectaba la supervivencia de las células de ALL-B. Ademads del ensayo de MTT, se utiliz6 la marcacion
con LIVE/DEAD Aqua y andlisis por citometria de flujo para determinar cambios en la viabilidad

celular.

Se realizé el tratamiento con el péptido HKPS asi: 1) células leucémicas solas: 2) co-cultivo por 2 h;
3) co-cultivo 24 h; y 4) pre-tratamiento de las MSC por 2 h y establecimiento del co-cultivo por 24 h.
En general, las muestras mostraron dos comportamientos: un efecto inhibidor a 20 pM y mas a 40
UM durante un periodo de incubacién de 2 h con HKPS, con un efecto protector de las MSC tanto en
las concentraciones de HKPS como en 2 h o 24 h de co-cultivo (Fig 2C, superior). En otras muestras
HKPS a 20 y 40 pM indujo casi un 50% de inhibicién. En el sistema de co-cultivo, la inhibicién de
HKPS fue abolida a 20 uM de HKPS pero no a 40 uM. Cuando el tratamiento se extendi6 a 24 h, la
viabilidad se redujo a ambas concentraciones de HKPS, pero, aun asi, fue mayor a 20 uM. El

pretratamiento de MSC con HKPS redujo la viabilidad a casi los mismos valores (Fig. 2C, inferior).
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Fig. 2 Cambios morfoldgicos en las células ALL-B por el co-cultivo y en su viabilidad por efecto de la
inhibicién del soporte con HKPS A) Modelo in vitro de co-cultivo de células MSC con ALL-B 24 y 72 h después
de su establecimiento. Las flechas s6lida y punteada sefialan las células leucémicas adheridas a las MSC y las no
adheridas respectivamente. B) Influencia de la presencia del soporte mesenquimal sobre la supervivencia de
células ALL-B. Los cultivos se establecieron por 3 dias en presencia o no de MSC, la viabilidad fue determinada
por citometria de flujo mediante la marcacién con el reactivo LIVE/DEAD Aqua . C) Porcentajes de viabilidad
de células ALL-By co-cultivos, después de los tratamientos con HKPS o los péptidos control, en las condiciones
indicadas. El efecto se determiné a través de ensayos de MTT y los porcentajes son relativos al vehiculo. Los

datos se expresan como el promedio + SEM (Non-parametric ANOVA one-way *p<0.05, **p<0.01).

Buscando discriminar el efecto especifico de la inhibicion de PKC en el soporte de MSC o en la
poblacidn de células leucémicas, se hicieron evaluaciones por citometria de flujo de células obtenidas
de los co-cultivos. Las MSC se trataron con el péptido HKPS, los respectivos péptidos controles y los
otros inhibidores de PKC, ENZA y ESTAU (Fig. 3B) y 2 h después se establecieron los co-cultivos con
células de la linea celular RS4;11 o de pacientes ALL-B durante 3 dias. La evaluaciéon preliminar con
las células RS4;11 sugirié que la presencia del soporte rescataba a las células de la muerte celular
cuando eran tratadas con ENZA a bajas concentraciones; sin embargo, a una mayor concentracion,
dicha proteccién se perdia (Fig. 3A). En las muestras primarias de pacientes, se encontré que el

tratamiento con HKPS en las MSC, tuvo un efecto negativo en la viabilidad de las células malignas,
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incluso mas drastico que el del inhibidor ESTAU. Ademas, el efecto de HKPS a las 2 h fue similar a las
48 h. El efecto en la muerte celular de las células ALL-B fue dependiente de la concentracion del

péptido (Fig. 3C)
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Fig. 3 Influencia de la inhibicion de PKC en las MSC sobre la supervivencia de células RS4;11 y ALL-B
medida empleando FACS. A) La viabilidad de células leucémicas de la linea RA4;11 se determind por
citometria de flujo en presencia o no del soporte mesenquimal. Las MSC se pre-trataron por 2 h como se indica
y se co-cultivaron con las RS4;11 B) Cambios morfolégicos en las MSC posterior a los tratamientos con los
péptidos o los inhibidores ENZA y ESTAU a las concentraciones sefialadas. Microfotografias de las MSC después
de 2 h, magnificacién 20x. C) Cuantificacién de cambios en la viabilidad medidos a través de citometria de flujo
empleando el reactivo LIVE-DEAD Aqua en células ALL-B, co-cultivadas con MSC por 3 dias. Las MSC se pre-
trataron antes de los co-cultivos con los diferentes compuestos y concentraciones indicadas por 2 y 48 h. Los
datos obtenidos a partir de dos experimentos independientes se presentan como el promedio + SEM (Non-

parametric one-way ANOVA ** p < 0.01. *** p < 0.001).
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HKPS muestra selectividad por las células ALL-B sin afectar en la misma medida

células MNC o MSC.

Considerando que in vivo las células leucémicas co-existen con las MSC y ademas con MNC sanas, se
determind si la inhibicién con HKPS afectaba por igual a células MNC aisladas de pacientes sanos y a
células leucémicas de la linea celular REH. En condiciones de monocultivo, el péptido HKPS redujo en
mas del 90% la viabilidad de células MNC sanas, un resultado esperado de acuerdo a lo reportado
por el grupo previamente (Perdomo et al., 2008); sin embargo, en presencia de las MSC, las MNC se
protegen después de la inhibicién del soporte con HKPS (Fig. 4A). En condiciones donde en co-cultivo,
ambas poblaciones de células leucémicas (REH) y MNC sanas estaban presentes en unarelacién (1:1),
se observd que las células REH mostraban una susceptibilidad mayor que las MNC a dicha inhibicién,
reflejdndose esto en un incremento del porcentaje de muerte de la poblaciéon celular leucémica (Fig.
4B). Ademas, el tratamiento con HKPS de las MSC solas no redujo su viabilidad de la misma forma
que con las ALL-B (Fig. 4C), de hecho en los experimentos de soporte se encontré una recuperaciéon

de las MSC al evaluar su viabilidad en una ventana mas amplia de tiempo (Anexo, Fig. S3).
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Fig. 4. Evaluacion de la selectividad de HKPS en MNC sanas y respecto a células leucémicas de la linea
celular REH. A) Efecto directo de HKPS en MNC aisladas de un donante sano y MNC co-cultivadas con MSC pre-
tratadas con HKPS u otros inhibidores de PKC. Las MNC se trataron con el vehiculo, ENZA, HKPS o ESTAU por

2 h a las concentraciones indicadas (panel superior), de igual forma se evalud el papel del soporte en la
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proteccion de las MNC después del pre-tratamiento de las MSC y el co-cultivo por 3 dias adicionales (panel
inferior). La viabilidad se determiné por citometria de flujo mediante marcacién de los co-cultivos con CD19 y
el reactivo LIVE/DEAD Aqua. B) Porcentaje de muerte de las células MNC y REH después de la inhibicién del
soporte con ENZA, HKPS o ESTAU (2 h) y el co-cultivo 3 dias. Los co-cultivos se establecieron mezclando en
igual proporcién MNC sanas y REH sobre la monocapa de MSC pre-tratadas como se indic6 anteriormente. La
evaluacién se hizo por citometria de flujo y las poblaciones celulares se discriminaron por su tamafio. C)
Porcentaje de viabilidad de las MSC tratadas con péptidos. Las MSC se incubaron con HK, PS y HKPS en un rango
de concentraciones entre 5 y 40 pM en medio IMDM sin suplementos y la viabilidad se determiné 2 h después
del tratamiento mediante un ensayo con MTT. Los porcentajes de viabilidad se normalizaron respecto al
vehiculo con DMSO. Los datos se presentan como el promedio + SEM (Non-parametric one-way ANOVA

*p<0.05).

Las MSC protegen a las células leucémicas por el contacto célula-célula y en menor

medida por la participacion de factores solubles.

Mediante ensayos empleando medios condicionados (MeCo) y el sistema TW la viabilidad de las
células leucémicas se evalu6 después de 3 dias de cultivo. Para el primer caso, se obtuvo el
sobrenadante de las MSC solas en cultivo o en co-cultivo con ALL-B; estos MeCo se afiadieron al inicio
del ensayo y 36 h después. Se registraron los cambios en la viabilidad de las células leucémicas a las
24,48y 72 h. Las células leucémicas no fueron protegidas por los MeCo e incluso a las 24 h las células
mostraron un porcentaje de muerte similar al de las células leucémicas sin soporte y sin MeCo (Fig.
5A, B). Con el tiempo, se incrementé el porcentaje de muerte de las células leucémicas observandose
unareduccion en la poblaciéon LIVE/DEAD Aqua negativa (Fig. 5C). De forma interesante, la viabilidad
de los blastos que se co-cultivaron directamente con MSC no se vio alterada; después de 72 h de co-
cultivo, la viabilidad de las células leucémicas que permanecieron adheridas a las MSC fue del 98%,
mientras que las que perdieron la capacidad de adherirse tuvieron un porcentaje de viabilidad de

s6lo 12% (Fig.5).
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Fig. 5 Efecto de los factores solubles en la supervivencia de las células ALL-B mediante el empleo de
medios condicionados. A) Evaluacién de la viabilidad de células ALL-B por citometria de flujo mediante la
marcacion con el reactivo LIVE-DEAD Aqua. Los medios condicionados se obtuvieron de MSC solas o de co-
cultivos después de 72 h de su establecimiento. Las células ALL-B fueron expuestas a los medios condicionados,
con una nueva adicién de medio a las 36 h. Las ALL-B no adheridas corresponden a células leucémicas que se
recuperaron mediante un lavado con PBS 1X de los co-cultivos. Los porcentajes corresponden a las células
CD19+ muertas. B) Cuantificaciéon y comparacién de los porcentajes de muerte celular en las diferentes
condiciones descritas. C) Dindmica de cambio de las poblaciones leucémicas vivas (LIVE/DEAD Aqua
negativas) y muertas (LIVE/DEAD Aqua positivas) cada 24 h. Los valores se expresan como el promedio +SEM

Non-parametric one way ANOVA *p<0.05, **p<0.001).
p y p p

Posteriormente, se emple6 el sistema TW para determinar si la produccién constante de factores
solubles tenia un mayor efecto confiriendo ventajas en la supervivencia de las células leucémicas.
Con este fin, se sembraron en la cAimara superior del TW células MSC solas o un co-cultivo MSC/ALL-
B. A las 24 h de iniciados los ensayos, las células leucémicas en la cdmara inferior mostraron una

proteccion en presencia de los factores que provenian del co-cultivo, comparado con las células ALL-
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B no adheridas; sin embargo, con el tiempo dicho efecto no se mantuvo; a las 48 h, el porcentaje de
muerte de las células ALL-B que habian estado expuestas a los factores presentes en el co-cultivo
alcanzaron el 70%, casi el doble de lo observado 24 h antes. Las células leucémicas a las 48y 72 h
mostraron porcentajes de muerte similares a los de los blastos sin soporte. Nuevamente, las células
en contacto directo con MSC conservaron su viabilidad a través del tiempo en alrededor de un 98%
(Fig. 6A, B). En esta condici6on unicamente se identificé la poblacion LIVE/DEAD Aqua negativa
(células vivas), la cual no se redujo durante los tres dias del experimento, como si se observé para las
demas condiciones (Fig. 6C). Los resultados anteriores sugieren que los factores solubles inducidos
por el co-cultivo sélo contribuyen en menor medida a la supervivencia de las células leucémicas en
las primeras 24 h y dnicamente el contacto directo entre MSC y células ALL-B es esencial en el

sostenimiento de la supervivencia de las células leucémicas a través del tiempo.
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Fig. 6 Efecto de los factores solubles en la supervivencia de las células ALL-B mediante el uso de
sistemas Transwell. A) Evaluacion por citometria de flujo de la viabilidad de células ALL-B durante 24, 48 y
72 h. Las células leucémicas se sembraron en la parte inferior del TW y se expusieron a los factores solubles de
células MSC o MSC co-cultivadas con ALL-B y dispuestas en la caAmara superior del inserto. Las células ALL-B
no adheridas corresponden a la fraccién recuperada de los co-cultivos después de un lavado con PBS 1X.

Después de los tiempos indicados, las células se colectaron y marcaron doblemente con CD19 y el reactivo LIVE
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DEAD Aqua para su analisis. B) Cuantificaciéon de los porcentajes de células muertas en las condiciones
sefialadas. C) Dindmica de cambio a través del tiempo de las poblaciones de células leucémicas vivas
(LIVE/DEAD Aqua negativas) y muertas (LIVE/DEAD Aqua positivas). Los datos representan el promedio *
SEM (Non-parametric one-way ANOVA *p<0.05, **p<0.01)

La inhibicién de PKC en las MSC disminuye la adhesion de las células leucémicas

Los hallazgos anteriores confirmaron el papel indispensable de las MSC en la viabilidad de las células
leucémicas. Ademas, se estableci6 que las muestras primarias de pacientes ALL-B tenian una
capacidad de adhesion mayor que la de algunas lineas celulares leucémicas, indicando que las
primeras podrian depender mucho mas del contacto directo al soporte para su supervivencia. Se
investigd si el tratamiento con el inhibidor de PKC ENZA, alteraba la interaccion entre MSC y células
de ALL-B. Para esto las MSC se trataron 48 h con ENZA en presencia de SFBal 10 o al 1% y la adhesion
de las células leucémicas se determiné en el co-cultivos de 6 h después del tratamiento. Casi el doble
de células leucémicas no adheridas, se recuperaron de los co-cultivos donde se inhibié PKC con ENZA
respecto al control no tratado. Los cambios en la adhesién fueron evidentes después de la tincién con
cristal violeta de las células MSC y leucémicas del co-cultivo. Las diferencias fueron estadisticamente
significativas cuando el tratamiento con el inhibidor se administré a una baja concentracién de SFB

(Fig. 7A, B).

También se determind el efecto de HKPS, los péptidos control y ESTAU sobre la capacidad de las
células leucémicas para adherirse a las MSC. Estas se trataron por 2 h en ausencia de SFB y cumplido
el tiempo se adicion6 SFB 1% hasta completar las 48 h de tratamiento, luego se co-cultivaron con
células ALL-B por 6 h. HKPS 40 uM y ENZA 40 puM tuvieron el mismo efecto. En ambas condiciones
cerca de un 30% de las células ALL-B no se adhirieron al soporte, eso fue significativamente mayor
que lo observado para el vehiculo y las células no tratadas, donde menos de un 10% eran células no
adheridas. Los péptidos HK, PS and HKPSscr no tuvieron ningtn efecto (Fig. 7C). Se observaron
cambios morfoldgicos en las MSC después del tratamiento con los inhibidores de PKC, y aunque el
tratamiento con ESTAU afect6 considerablemente la morfologia de las MSC, este compuesto no alter6

la capacidad de adherirse de las células ALL-B (Fig. 7D).
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Fig. 7 Cambios en la adhesién de las células ALL-B por el tratamiento del soporte con ENZA y HKPS. A)
Microfotografias de las células en el nicho leucémico después de la inhibicién de PKC en las MSC con ENZA. Las
MSC se pre-trataron 48 h con 20 uM de ENZA a diferentes concentraciones de SFB, los co-cultivos con ALL-B se
establecieron posterior al tratamiento por 6 h. Cumplido el tiempo, las células leucémicas no adheridas se
retiraron mediante un lavado con PBS 1Xy el co-cultivo fue tefiido con cristal violeta. Magnificacién 20 y 40x
B) Cuantificacion de las células leucémicas recuperadas con el lavado después de las 6 h de co-cultivo. Los
conteos se hicieron empleando exclusidn con azul de tripan en cdmara de Neubauer. C) Porcentajes de células
recuperadas después del pre-tratamiento de las MSC con los inhibidores ENZA, ESTAU y los péptidos HK, PS,
HKPS a las concentraciones indicadas y el co-cultivo con ALL-B. D) Microfotografias de los co-cultivos después
delaremocién de las células leucémicas y tincion con cristal violeta. Magnificacidon 40x. Los datos de las graficas

de barras se presentan como el promedio + SEM (Non-parametric one-way ANOVA *p<0.05, **p<0.01).

La interaccion entre MSCy células ALL-B promueve cambios en moléculas de adhesion

que son inhibidos por HKPS.

Teniendo en cuenta que la interaccion directa entre la célula leucémica y su soporte mesenquimal es
indispensable para la supervivencia de las células ALL-B y que el efecto observado en la reduccién de
la viabilidad cuando se inhibe PKC en las MSC ocurre con la pérdida de la capacidad de adherencia de

las células leucémicas, se evalud la expresion de 6 moléculas de adhesion que son relevantes en el
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microambiente de la MO. Los cambios en la expresion de VLA-4, VLA-4,ICAM-1, VCAM, CXCR4 y CD44
se determinaron por citometria de flujo. Con excepciéon de VCAM que no se expreso en las células
leucémicas, tanto MSC como las células ALL-B expresaron las moléculas evaluadas en ausencia del
soporte; sin embargo, en las MSC hubo un aumento en la expresién de las moléculas ICAM-1, VLA-5
y CXCR4 6 h después de ser co-cultivadas con ALL-B (Fig. 8A). CXCR4 también se sobre-expres6 en

las células leucémicas en presencia del soporte (Fig. 8B).
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Fig. 8 Cambios en la expresion de moléculas de adhesion en células ALL-B y MSC posterior al co-cultivo.
A) Variaciones en la expresion de VLA-4, VLA-5, VCAM, ICAM-1, CXCR4 y CD44 en MSC en presencia y ausencia
de células leucémicas. Las células MSC se co-cultivaron por 6 h con células ALL-B, después se recolectaron por
tripzinizacién y se marcaron con los diferentes anticuerpos para las moléculas de adhesion que se indican y
para los marcadores CD19 y CD105, para distinguir las poblaciones leucémicas y mesenquimales del co-cultivo,
respectivamente. B) Cambios en la expresion de las moléculas indicadas anteriormente en células leucémicas
cony sin soporte mesenquimal. Los datos se presentan como el promedio de la [FM + SEM de tres experimentos

independientes.

Se evalud si el tratamiento con HKPS cambiaba la expresion de las 6 moléculas de adhesion
anteriormente mencionadas. Se hall6 de forma muy importante que el tratamiento con HKPS redujo
la expresion en las MSC de ICAM-1 y VLA-5 (Fig. 9A), dos de las moléculas que se habian encontrado

sobre-expresadas en el co-cultivo. Los tratamientos con ENZA o ESTAU en las células ALL-B, no
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afectaron de la misma forma la expresion de estas moléculas. Los resultados descritos indican que
HKPS afecta la capacidad de las células ALL-B de adherirse al soporte a través de una desregulacién

de la expresion de moléculas esenciales en la interaccion célula-célula.
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Fig. 9 Cambios en la expresion de moléculas de adhesion en el co-cultivo por inhibicién de PKC con
HKPS. A) Efecto de HKPS en la expresion de VLA-A, VLA-5, VCAM, ICAM, CXCR4 y CD44 en células MSC. Las
MSC se pre-trataron por 2 h con HKPS 40 pM, ENZA 20 uM, ESTAU 1 uM o DMSO y se co-cultivaron con células
ALL-B por 6 h, luego se tripsinizaron, recogieron y marcaron con los respectivos anticuerpos para las moléculas
de adhesion para su andlisis por citometria de flujo. Las poblaciones de células leucémicas y MSC se
identificaron mediante la marcacién de los co-cultivos con CD19 y CD105, respectivamente. B) Las células ALL-
B recuperadas después de la tripsinizacion de los cocultivos con MSC se marcaron para evaluar la expresion de

las moléculas indicadas en la poblacién de células CD19+.
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La interaccion entre las células ALL-B y MSC activa las vias de sefializacion AKT, FAKy

NF-xB en las MSC.

En modelos de microambiente leucémico, se ha reportado que a través de las integrinas se activan
diferentes rutas de sefalizacién que favorecen la supervivencia de la célula tumoral. Por ejemplo, en
AML, el contacto celular, induce la activacién de las rutas de sefializaciéon que involucran ILK/AKT,
ERK1/2,y STAT3 (Tabe, 2007). Debido a que la interaccién directa entre las células leucémicas y su
soporte mesenquimal favorecia la supervivencia de las leucémicas a través de cambios en la
expresion de moléculas de adhesion, y considerando ademas que HKPS inhibia su expresion, se
evaluaron diferentes rutas de sefializacién con el propdsito de ahondar en los posibles mecanismos

que podrian explicar este efecto.

El estado de fosforilacion de diferentes residuos de aminoacidos en moléculas que participan en las
rutas de sefializacion de NF-kB, STAT3, ERK1/2, AKT y FAK se determiné por citometria de flujo
después de 2y 4 h de contacto directo entre las MSC y las ALL-B. Los cambios en la activacion de las
diferentes rutas de sefializacion evaluadas se observaron principalmente en las MSC, donde muy
temprano (2 h) se evidencié un incremento en la fosforilacién de NF-kB, AKT y FAK (Fig. 10A). FAK
también se activé en las células leucémicas después del contacto con el soporte (Fig. 10B). La
activacion de estas rutas fue transitoria, pues en las MSC co-cultivadas con células leucémicas a las 4

h, el estado de fosforilacidn respecto a las MSC solas fue similar para todas las moléculas (Fig.10).
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Fig. 10 Influencia del contacto directo sobre la activacion de diferentes vias de seiializacién en células
ALL-B y MSC. A) Evaluacién por citometria de flujo de las rutas NF-xB, STAT3, ERK1/2, AKT y FAK en MSC. Las
MSC fueron co-cultivadas por 2 y 4 h con células aisladas de un paciente con ALL-B y después se fijaron y
permeabilizaron para determinar el estado de activacién de las rutas, mediante marcacioén intracelular con
anticuerpos dirigidos hacia residuos fosforilados de las diferentes vias. Como control se emplearon células MSC
en ausencia de células leucémicas. B) Cambios en las rutas de sefializacion antes mencionadas en las células
leucémicas en presencia del soporte mesenquimal a las 2 y 4 h. C, D) Valores de intensidad de fluorescencia

media para las células ALL-B y MSC solas y después de 2 h de co-cultivo.

Con el fin de confirmar esos resultados y determinar en detalle como respondian a nivel molecular
las células MSC en presencia de las leucémicas y cuales podrian ser los mecanismos que soportarian

la supervivencia de células ALL-B, se evalué mediante dos microarreglos la expresion de 41 proteinas
asociadas con la ruta NF-kB, asi como el estado de fosforilacion de 43 quinasas. En el primer caso, se
confirmé un incremento en la activacion de la ruta NF-kB, encontrandose en las MSC que habian sido
co-cultivadas con células ALL-B la expresion aumentada de IKK, NF-kB1/2 y la activacién de p65 (Fig.
11A). Ademas, se encontraron sobre-expresadas proteinas como IL-1R e IRAK, ambas relacionadas

con la activacion de NF-kB a través de IL-1. Otras moléculas de la familia STAT que cooperan con el
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factor NF-xB para promover la expresion de citoquinas importantes en la inflamacién también se
sobre-regularon. De forma interesante y en concordancia con esto, las MSC co-cultivadas con células
leucémicas mostraron una reduccién respecto a las MSC solas, en la expresion de los inhibidores IKB
a e IKB € encargados que impedir la translocacién de p65 y p50 al nucleo. Las MSC en condiciones de
monocultivo, expresaron el triple de IKBa y el doble de IKBe (Fig. 11B, 21B). Los anteriores
resultados apoyan el papel de la activacion de la ruta NF-kB en las MSC producto de la interaccién

directa con las células leucémicas a través de diferentes moléculas que median su adhesién al

soporte.
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Fig. 11 Cambios en la expresion y activacion de diferentes moléculas asociadas con la transduccion de
la sefializacion de la ruta NF-kB. A) Variaciones en el perfil de expresién de 41 moléculas y 4 sitios de

activacion en MSC solas y MSC co-cultivadas con células ALL-B. Las membranas del arreglo se incubaron con
200 ug de extracto de proteina, obtenidos por lisis celular inmediatamente después de 2 h de co-cultivo de las
células. En los recuadros se sefialan las moléculas que se incrementan en cada caso. B) Cuantificacién de la

expresion de las moléculas con mayor variacion después del co-cultivo. El area integrada se determind teniendo
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en cuenta la densidad de cada uno de los puntos. Las barras corresponden al SEM de los puntos por duplicado,

se muestran las moléculas que mas variacion presentaron respecto al control.

En condiciones similares, extractos de proteina de MSC solas y MSC co-cultivadas con células ALL-B
se analizaron para determinar el estado de fosforilaciéon de 43 quinasas diferentes. Se encontré que
la interaccion directa entre las MSC y las células leucémicas induce la activacién de AKT (pS308)
como se habia hallado en los ensayos de citometria; ademas, STAT3, WNK1, p27, p70, HSP27, MSK y
los factores CREB y c-Jun que podrian jugar también un papel importante en la proteccién conferida
por las MSC (Fig. 124, B). Por el contrario, los niveles de fosforilacion de otros miembros de la familia
STAT (2 y 6), Src, AMPKa2 y PRAS40 se vieron reducidos en estas células en relaciéon con las MSC
solas. Contrario a lo observado en los resultados por citometria, FAK se encontré mayormente
activada en las MSC solas, esta aparente discrepancia puede deberse al residuo fosforilado evaluado,

que para las dos técnicas es distinto.
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Fig. 12 Cambios en la activacién diferentes fosfoquinasas por interaccién de las MSC con células ALL-B
A) Variaciones en el estado de fosforilacion de 43 quinasas en MSC solas y MSC co-cultivadas con células ALL-
B. Las membranas del arreglo se incubaron con 350 ug de extracto de proteina, obtenidos por lisis celular
inmediatamente después de 2 h de co-cultivo de las células. En los recuadros se sefialan las moléculas que se
incrementan en cada caso. B) Cuantificacién de la expresion de las moléculas con mayor variaciéon después del
co-cultivo. El 4rea integrada se determind teniendo en cuenta la densidad de cada uno de los puntos. Las barras
corresponden al SEM de los puntos por duplicado, se muestran las moléculas que mas variacién presentaron

respecto al control.

Después de establecer que algunas rutas de sefializaciéon eran relevantes en el co-cultivo, se
determind por citometria de flujo si el tratamiento con HKPS afectaba en alguna medida su activacion.
Las células MSC se pre-trataron con HKPS, HK, ENZA o el vehiculo (DMSO) y después de 2 h de
tratamiento se co-cultivaron con células leucémicas de un paciente por 2 h adicionales. No se
observaron cambios en la activacion de las rutas evaluadas en las células leucémicas, pero si un
incremento leve en la fosforilacion de FAK y de AKT (pS473) en las MSC después del pre-tratamiento
con HKPS y el co-cultivo con las células de ALL-B (Fig. 13).
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Fig. 13. Cambios en la seiializacion intracelular de células ALL-B y MSC por tratamiento con HKPS. A)

Analisis por citometria de flujo de las rutas FAK, AKT y NF-«kB activadas por el contacto directo después de la

inhibicion de PKC en el soporte. Las células MSC fueron pre-tratadas por 2h con ENZA 20 uM, HK, HKPS (40
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uM) o el vehiculo, el tratamiento se retir6 y las MSC fueron co-cultivadas por 2 h con células leucémicas. Las
células del co-cultivo se tripsinizaron, recogieron, fijaron, permeabilizaron y marcaron con anticuerpos
intracelulares especificos para residuos fosforilados como se indica. B) Evaluacion de las rutas mencionadas

en la poblacién de células ALL-B co-cultivadas con MSC como se indicé en A.

La inhibicion de PKC en las MSC reduce la viabilidad de las células leucémicas y las

hace mas susceptibles a la quimioterapia.

Considerando que las MSC no sé6lo promueven la supervivencia sino también la quimiorresistencia
de las células leucémicas a diferentes fArmacos de uso convencional, evaluamos si la afectacion del
soporte con el péptido HKPS ademas incrementaba la susceptibilidad de las células de ALL-B al
tratamiento con DEXA, VINC y MTX, tres medicamentos empleados en las fases de induccion,

consolidacién y mantenimiento de la quimioterapia.

Para DEXA, se hicieron algunas evaluaciones preliminares mediante ensayos de citotoxicidad con
MTT, empleando inicialmente dos lineas celulares leucémicas (SUP-B15; RS4;11) para determinar
las concentraciones efectivas que reducian > 50% la viabilidad de las células (Fig. 14A, B).
Adicionalmente, se determin6 que la reduccién del porcentaje de SFB en el periodo de tratamiento,
aumentaba la sensibilidad de las lineas leucémicas a la quimioterapia. Esos resultados permitieron
tomar algunas decisiones respecto a las concentraciones a emplear y las condiciones de tratamiento
con el quimioterapéutico. Se escogieron 3 muestras de pacientes con ALL-B para hacer la misma
evaluacion, tratando las células por 6 h; esto teniendo en cuenta que como se demostro al inicio que
las células leucémicas mueren sin soporte mesenquimal. Se encontr6é que las células ALL-B de

pacientes mostraron una sensibilidad al tratamiento similar a la linea celular SUP-B15 (Fig. 14C).
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Fig. 14. Efecto de DEXA en la viabilidad de lineas celulares de ALL-B y muestras de pacientes. A)
Porcentajes de viabilidad en células de la linea RS4;11 después de 6 h de tratamiento con DEXA. Las células se
trataron con el compuesto en un rango de concentraciones de entre 0-200 nM y su viabilidad se determind
mediante el ensayo con MTT. B) Células de la linea SUP-B15 tratadas con DEXA como se indic6 en A. C) Tres
muestras de pacientes se trataron a dos concentraciones del quimioterapéutico DEXA considerando los
resultados en las lineas celulares. Los datos se presentan como el promedio + SEM (Ordinary two way ANOVA

(A, B) Non-parametric one-way ANOVA (C) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **** p<0.0001).

Después se evalud la capacidad del soporte mesenquimal de conferir protecciéon a las células

leucémicas en presencia de DEXA y el efecto de HKPS en esa funcion. Se encontré que el tratamiento
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de MSC con HKPS durante 2 h mostré un aumento en la muerte celular en células ALL-B, mostrando
la afectacion en la capacidad de soporte de las MSC. Al tratar las células ALL-B con DEXA y ponerlas
sobre las MSC pre-tratadas con HKPS, se observ6 un incremento de cerca del 10% en la muerte de
las células leucémicas. El efecto de HKPS y del inhibidor de PKC ENZA fue muy parecido, enfatizando
la importancia de la enzima en la funcionalidad del soporte (Fig. 15A). Las mismas evaluaciones se
llevaron a cabo empleando 4 muestras de pacientes diferentes, los cuales habian presentado
diferentes porcentajes de enfermedad minima residual al final de la quimioterapia.
Independientemente de la respuesta al tratamiento in vivo, se observd la misma sensibilidad
aumentada de las células leucémicas al tratamiento con DEXA después de la inhibicién de PKC en las
MSC (Fig. 15B).
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Fig. 15 Determinacion de cambios en la viabilidad de células ALL-B en respuesta al tratamiento con
DEXA después de la inhibicion del soporte con HKPS. A) Porcentajes de células muertas después del pre-

tratamiento de las MSC con inhibidores de PKC y el co-cultivo con células leucémicas tratadas o no con DEXA.
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Las MSC se trataron 2 h con ENZA, HK, HKPS o el vehiculo como se indica y las células leucémicas tratadas 6 h
con DEXA (250 nM) fueron co-cultivadas con las MSC. Tres dias después del establecimiento de los co-cultivos,
las células se recogieron y marcaron doblemente con CD19 y el reactivo LIVE/DEAD Aqua para su posterior
analisis por citometria de flujo. B) Porcentajes de viabilidad de las células leucémicas de 4 muestras diferentes
de pacientes con ALL-B tratadas de acuerdo a lo descrito anteriormente. Los datos se presentan como el

promedio * SEM (Two-way ANOVA *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

Un efecto parecido se observo cuando después de la inhibicion del soporte con HKPS, las células
leucémicas se trataron con MTX (Fig. 16) o VINC. En las células tratadas con el quimioterapéutico, se
determiné que el tratamiento del soporte con HKPS incrementd la susceptibilidad de las células
leucémicas CD19+ a VINC, el porcentaje de muerte de las células leucémicas cuando se tratan las MSC
con una concentracion de 40 uM, se incrementa en mas del doble. Estos resultados muestran que el
uso combinado de HKPS con la quimioterapia podria ser mas eficaz en erradicar poblaciones menos

susceptibles al tratamiento convencional.
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Fig. 16 Efecto de otros quimioterapéuticos en la sensibilidad de células ALL-B después de la inhibicion
de PKC en el soporte. A) Cambios en la viabilidad de células ALL-B tratadas o no con MTX, en presencia de
MSC tratadas con HK, HKPS o ENZA. Las células leucémicas se pre-trataron o no por 6 h con MTX (6.25 uM) y
se co-cultivaron por 3 dias adicionales sobre una monocapa de MSC pre-tratada 2 h con el vehiculo (DMSO
0.4%), ENZA 20 puM, HK 40 pM o HKPS 40 puM. Las células de los co-cultivos se recolectaron mediante
tripsinizacion y se marcaron con CD19 y el reactivo LIVE/DEAD Aqua para su posterior andlisis por citometria
de flujo. B) Porcentajes de células CD19+ LIVE/DEAD Aqua positivas (muertas) después de la inhibicién del
soporte y en presencia o no de MTX. C) Cambios en la viabilidad de células ALL-B tratadas o no con VINC y co-
cultivadas con MSC tratadas con HKPS o el vehiculo. Las células leucémicas se pre-trataron o no por 6 h con

VINC (250 nM) se co-cultivaron por 3 dias de la misma forma como se indic6 en A.

HKPS disminuye la actividad ALDH en las MSC.

Se ha reportado que las células que tienen una actividad elevada de la enzima ALDH pueden ser
menos susceptibles ala quimioterapia. Este fenémeno se ha observado especialmente en poblaciones
stem leucémicas (LSC) en AML (Venton et al,, 2016). Se determind la actividad ALDH en células ALL-
B en el co-cultivo y en presencia del quimioterapéutico DEXA. La inhibicion del soporte con HKPS,
ENZA o PS no se tradujo en ningtin cambio en los porcentajes de actividad enzimatica en las células
leucémicas (Anexo, Fig. S4). Sin embargo, de forma interesante en las MSC, el tratamiento con HKPS
disminuy6 la poblacién de células con actividad ALDH, independientemente de si ademas se habia
realizado el tratamiento con DEXA en el co-cultivo (Fig. 17), el mismo resultado se observé en otro
ensayo independiente (Anexo, Fig. S5). Cuando el soporte se traté con ENZA o PS y se expuso el co-
cultivo a la quimioterapia hubo un aumento de ALDH en las MSC. Esto sugiere que las funciones stem
estan siendo afectadas en las MSC por HKPS, un hecho relevante teniendo en cuenta que su papel en

el microambiente leucémico va mas alla del s6lo soporte de las células leucémicas.
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Fig. 17 Efecto de la inhibicién del soporte con HKPS y la quimioterapia en la actividad ALDH. A) Cambios
en el porcentaje de células MSC con actividad ALDH. Las MSC se pre-trataron 2 h con ENZA, HKPS, PS y el
vehiculo a las concentraciones indicadas. Se retiraron los tratamientos y se establecieron los co-cultivos con
células ALL-B de un paciente por 72 h. Los co-cultivos fueron tratados o no con DEXA (250 nM) durante los 3
dias. Los co-cultivos se recogieron descartando las células leucémicas no adheridas y luego se marcaron con el
reactivo AldeRed 588, sustrato de ALDH. Como control basal de fluorescencia se emple6 DEAB, un inhibidor

especifico de la enzima.

El tratamiento con quimioterapéuticos induce cambios en la seiializacion de las MSC y HKPS

participa modulando algunas de ellas

Buscando entender qué mecanismos podrian intervenir en la respuesta al tratamiento y cémo HKPS
podria alterar dichas sefiales en detrimento de la supervivencia de las células leucémicas, se trataron
los co-cultivos con DEXA y se determinaron los cambios en 43 diferentes fosfoquinasas, los
resultados se contrastaron con los obtenidos en condiciones donde no se trataron las células con el
quimioterapéutico. El tratamiento con DEXA indujo a una reduccion en la actividad de los factores
CREBy c-Jun, asi como de HSP27, MSK y WNK1. (Fig.18A). De forma importante, también cuando se
trataron las células con el quimioterapéutico se observé un incremento notable en la fosforilacién de

ERK1/2 (Fig. 18B) y otros incrementos un poco mas leves en Chk-2, FAK, PRAS40, PLC y PYK2.
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Fig. 18 Cambios en el estado de fosforilacion de algunas fosfoquinasas por el tratamiento con DEXA. A)
Variaciones en el perfil de fosforilacion de MSC co-cultivadas con células ALL-B y MSC co-cultivadas en
presencia de DEXA (500 nM). Las membranas del arreglo se incubaron con 350 ug de extracto de proteina. En
los recuadros se sefialan las moléculas que se incrementan en cada caso. B) Cuantificacion de la expresion de
las moléculas con mayor variacion. El drea integrada se determiné teniendo en cuenta la densidad de cada uno
de los puntos. Las barras corresponden al SEM de los puntos por duplicado, se muestran las moléculas que mas

variacion presentaron respecto al control.

El pretratamiento de las MSC con HKPS y la posterior exposicion a 500 nM de DEXA en condiciones
de co-cultivo condujo a una reduccion en la activacion de ERK1/2, FAK, PRAS40, P53, RSK1/2/3, p27,
WNK1, c-Jun, PLC y PYK2 (Fig. 194, 21A). La unica molécula que se encontrd sobre activada por el

pretratamiento con HKPS fue CREB. (Fig. 19B). Los resultados indican que en general, el péptido
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HKPS reduce la activacién de algunas moléculas que podrian ser importantes mediando la proteccién

de las células leucémicas a la quimioterapia.
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Fig.19 Cambios en el estado de fosforilacion de algunas fosfoquinasas posterior a la inhibicién de PKC
por HKPS en el soporte. A) Variaciones en el perfil de fosforilacion en las MSC con quimioterapia y tratamiento
con HKPS. Se obtuvieron extractos de proteina de MSC co-cultivadas 2 h con células ALL-B en presencia de
DEXA (500 nM) y MSC pre-tratadas con 40 uM de HKPS y co-cultivadas con células ALL-B en presencia de
quimioterapia. En recuadros se sefialan las moléculas que se incrementan en cada caso. B) Cuantificacion los
cambios en las moléculas con mayor variacidon después del tratamiento con DEXA y la inhibicién del soporte
con HKPS. El 4rea integrada se determind teniendo en cuenta la densidad de cada uno de los puntos. Las barras
corresponden al SEM de los puntos por duplicado, se muestran las moléculas que mas variacién presentaron

respecto al control.

De la misma forma se evaluaron los cambios en la ruta NF-kB tanto por la quimioterapia como en

respuesta al tratamiento con HKPS. Como era de esperarse, los farmacos DEXA y VINC por sus
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mecanismos de accidn, inducen diferentes patrones de fosforilacién en moléculas de esta ruta; sin
embargo, los cambios que se observan respecto a las MSC co-cultivadas con células leucémicas en
ausencia de quimioterapia no fueron tan marcados. Para DEXA se hall6 un incremento en RelA/p65
y SOCS6 y una disminucién leve en la activacion de NF-kB1, IKBa y LTBR. El tratamiento con VINC
sobre-activé NEMO/STING, RelA, Fas, LTBR e IKBe (Fig. 20A, B). Con HKPS se observé que la
expresion de moléculas como STAT2, STING, NF- kB2, p65 y TRAILR2 se redujo, por otro lado, se
incrementé la fosforilacion de p65, asi como la expresiéon de otras moléculas como SOCS6, IKBa/¢
(Fig. 21C). Los resultados anteriores en conjunto indican que HKPS puede interferir desregulando a
la baja la expresion y/o la activacion de moléculas que podrian estar mediando la proteccion del

soporte en respuesta a la quimioterapia.
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Fig.20 Cambios en la expresion y activacion de moléculas de la ruta NF-kB por la quimioterapia. A)
Variaciones en el perfil de expresion de 41 moléculas y 4 sitios de activacién en MSC co-cultivadas con células
ALL-By co-cultivos tratados 2 h con DEXA y VINC (500 nM). Las membranas del arreglo se incubaron con 200
ug de extracto de proteina, obtenidos por lisis celular inmediatamente después de 2 h de co-cultivo de las
células. En recuadros se sefialan las moléculas que se incrementan en cada caso. B) Cuantificacién de la
expresion de las moléculas con mayor variacion después del co-cultivo. El area integrada se determiné teniendo
en cuenta la densidad de cada uno de los puntos. Las barras corresponden al SEM de los puntos por duplicado,

se muestran las moléculas que mas variacion presentaron respecto al control.
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Fig. 21 Cambios en la fosforilacion de diversas quinasas y la expresion de moléculas de la ruta NF-KB

por el co-cultivo, la quimioterapia y la inhibicion de PKC en el soporte. A) Comparaciones del perfil de

quinasas en MSC solas, MSC co-cultivadas con células ALL-B, MSC en co-cultivo con DEXA e inhibicién con HKPS

en las MSC y quimioterapia. B) Cambios en el perfil de expresion y activacion de diferentes moléculas

involucradas en la activacion e inhibicion de la ruta NF-KB después del co-cultivo con células ALL-B. C)

Variaciones en el perfil de expresién de moléculas de la ruta NF-KB después del tratamiento del co-cultivo con
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HKPS, en presencia de los quimioterapéuticos DEXA y VINC. Los valores de cambio mas significativos se

encuentran en los extremos superior e inferior de la grafica.

El tratamiento con HKPS de las MSC induce una mayor activacion de los transportadores ABC

en las células ALL-B.

En el microambiente leucémico se ha descrito que el fendmeno de resistencia a medicamentos esta
mediado en parte por la adhesién celular. Nuestros resultados muestran que las MSC protegen a las
células leucémicas a través de una interaccion directa, que involucra la sobre-expresion de algunas
moléculas de adhesién y la activacion de algunas rutas de sefializaciéon que podrian explicar la
proteccién observada y ademads una sensibilidad reducida de las células ALL-B a la quimioterapia.
Buscando ahondar en los posibles mecanismos que median dicha proteccidn, se evalué mediante
citometria de flujo en los blastos de pacientes con ALL-B, la actividad de los transportadores MDR1,
BCRP, MRP, después del tratamiento con inhibidores especificos; estos tres transportadores,
pertenecientes a la familia ABC se han asociado con la extrusiéon de algunos medicamentos (Choi &

Yu, 2014).

Se encontré que las células leucémicas solas (sin soporte y sin tratamiento) presentaban una
actividad basal de los transportadores MRP y MDR1 (Fig. 22A). De forma interesante, el tratamiento
con DEXA se tradujo en un incremento de la actividad de los 3 transportadores, siendo notable el
incremento de la actividad de MRP en mas del doble y la de BCRP que era nula en las células
leucémicas no tratadas. Lo anterior indica que, en respuesta al tratamiento las células ALL-B
incrementan la actividad de los transportadores ABC favoreciendo la extrusién de los mismos en

favor de su supervivencia.

Se evalu6é ademas si la presencia de las MSC modificaba indirectamente la actividad de los
transportadores ABC en las células leucémicas. Para esto, se establecieron los co-cultivos y luego se
trataron con DEXA por 3 dias. En relacion con las células leucémicas solas, se encontré que la
presencia del soporte disminuia la actividad de los transportadores MRP y BCRP. No obstante, en el
co-cultivo, las células leucémicas tratadas con DEXA seguian teniendo una actividad de MDR1 y MRP
mayor comparado con las células ALL-B de los co-cultivos no tratados (Fig. 22B). La actividad de
BCRP en las células ALL-B del co-cultivo fue practicamente nula y el tratamiento con DEXA no indujo
ninglin cambio en dicha actividad, lo que sugiere que la presencia de las MSC puede modular los
cambios en la actividad de algunas de estas moléculas, reduciendo el efecto que ocasiona la

quimioterapia si no se cuenta con el soporte.
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Fig. 22 Influencia de la quimioterapia y el soporte mesenquimal en la actividad de los transportadores
MRP, MDR1 y BCRP de células ALL-B. A) Actividad de los transportadores en células leucémicas aisladas de
un paciente con ALL-B después de 3 dias de tratamiento con DEXA. Las células en suspension se incubaron
durante 72 h con o sin DEXA (250 nM) y después se recogieron para su andlisis por citometria de flujo. La
actividad de los transportadores se determind empleando los inhibidores MK-571, Verapamilo y Novobiocina
especificos para MRP, MDR1 y BCRP, respectivamente y la adicidn del reactivo fluorescente EFLUXX-ID® Gold
dye, que se retiene en la célula en presencia de los inhibidores de los transportadores. Las células ALL-B
tratadas con el vehiculo DMSO (1.25%) y en presencia de EFLUXX-ID® Gold dye, se usaron como control. B)
Actividad de los transportadores de la familia ABC en células ALL-B co-cultivadas con MSC en presencia o no
de DEXA. Las células leucémicas se sembraron sobre la monocapa de MSC y el co-cultivo se traté con 250 nM
del quimioterapéutico. Los co-cultivos se recogieron después de 72 h y las células se trataron con los
inhibidores como se describié anteriormente. Para la identificacién de las poblaciones MSC y ALL-B del co-

cultivo se emplearon anticuerpos CD73 y CD19. Los datos se expresan como valores MAF.

También se evalué la actividad de los transportadores MRP, MDR y BCRP después del pre-
tratamiento del soporte con HKPS para determinar si la inhibicién de PKC en las MSC con el péptido

cambiaba la funciéon de estas moléculas. Se encontroé en las células leucémicas de los co-cultivos con
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o sin DEXA donde se habia inhibido el soporte con HKPS habia un incremento en la actividad de los
3 transportadores a diferencia de lo que pas6 cuando el soporte se traté con ENZA. (Fig. 23A). En
presencia de DEXA, en los co-cultivos con MSC tratadas con HKPS, los valores de actividad de los
transportadores en las células ALL-B se redujeron en todos los casos (Fig. 23B). Los resultados
anteriores indican que existe una influencia indirecta del tratamiento de las MSC con HKPS que se
traduce en una respuesta fisiolégica de las células leucémicas, haciéndolas susceptibles a la
quimioterapia. Sin embargo, este efecto no se debe a que las células leucémicas no tengan la
capacidad de extrusion de los medicamentos a través de sus transportadores ABC. Al contrario, HKPS

indujo una sobre-activacidn significativa de los transportadores MRP y MDR1 (Fig. 23C)
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Fig. 23 Efecto de la inhibicion de PKC en el soporte con HKPS en la actividad de los transportadores
MRP, MDR1 y BCRP en células ALL-B. A) Actividad de los transportadores en células leucémicas aisladas de
un paciente con ALL-B después de 3 dias co-cultivo con MSC en presencia o no de DEXA. Las MSC se pre-
trataron 2 h con HKPS 40 uM y los co-cultivos con células ALL-B se establecieron posterior al tratamiento. Las
células se incubaron durante 72 h con o sin DEXA (250 nM) y después se recogieron para su analisis por
citometria de flujo. La actividad de los transportadores se determindé empleando los inhibidores MK-571,
Verapamilo y Novobiocina especificos para MRP, MDR1 y BCRP, respectivamente mas la adicién del reactivo
fluorescente EFLUXX-ID® Gold dye. Células ALL-B tratadas con el vehiculo DMSO (1.25%) se usaron como
control. B) Actividad de los transportadores de la familia ABC en células ALL-B co-cultivadas con MSC pre-
tratadas con ENZA 20 pM en presencia o no de DEXA. Los co-cultivos se recogieron después de 72 h y las células
se trataron con los inhibidores como se describi6 anteriormente. Para la identificacion de las poblaciones MSC
y ALL-B del co-cultivo se emplearon anticuerpos CD73 y CD19. Los datos se expresan como valores MAF. C)
Comparacion de la actividad de los transportadores MRP, MDR1 y BCRP como una medida de la [IFM. Los datos
se presentan como el promedio + SEM (Two-way ANOVA *p<0.05, **p<0.01).
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Discusion

Uno de los principales retos después de haber alcanzado mejoras en los porcentajes de remision para
los pacientes con ALL-B continda siendo encontrar un tratamiento efectivo para ese 20-10% de
pacientes que recae aun después de regimenes intensivos de quimioterapia (Toft et al., 2013). La
recaida a nivel medular es uno de los factores de peor prondstico en estos pacientes (Gaynon et al.,
1998, 2005), lo que sugiere que las interacciones que alli se dan, pueden jugar un papel clave en el
desenlace de la enfermedad. Diferentes poblaciones de células convergen en el microambiente de la
MO y pueden influenciar la fisiologia de las células leucémicas. El papel de las MSC se ha demostrado
como esencial en el mantenimiento de la supervivencia de estas células (Manabe et al., 1992; Mudry
et al,, 2000) y éste cobra especial relevancia si, como aqui, se pretende generar un acercamiento ex
vivo al entendimiento de los procesos que ocurren en el nicho leucémico. En concordancia con otros
estudios en diferentes tipos de leucemia (Nefedova et al., 2003; Lutzny et al., 2013), demostramos
que las células leucémicas (ALL-B) son altamente dependientes del contacto con MSC para sobrevivir.
Ademas, las MSC confieren una proteccion a las células de ALL-B a la quimioterapia. Por lo tanto, las
terapias novedosas actuales deben considerar la influencia del estroma no solamente en la

supervivencia de las células leucémicas sino también su papel en la resistencia a la quimioterapia.

El papel de PKC en cancer ha sido ampliamente discutido en los tltimos afios y en la actualidad las
diferentes isoformas pueden asociarse tanto con la supresién tumoral como con su progresion
(Isakov et al,, 2018). En neoplasias hematologicas, la PKCf en particular, estd relacionada con el
crecimiento y supervivencia de las células leucémicas ya que se expresa en diferentes subtipos de
leucemia (Komada et al,, 1991; Lei et al.,, 2016, Abrams et al.,, 2007, Nakagawa et al., 2015; Takami et
al., 2018), pero, ademas, en las MSC, donde se ha observado que el contacto directo activa esta
quinasay laruta NF-kB (Lutzny et al., 2013). Los resultados demostraron que HKPS, un péptido capaz
de inhibir las isoformas clasicas de PKC, disminuye la viabilidad no sélo de diferentes lineas celulares
leucémicas, sino que ademas afecta la viabilidad de células primarias derivadas de pacientes con ALL-
B. El tratamiento con HKPS afect6 significativamente la viabilidad de mas del 65 % de las muestras
evaluadas, con reducciones en la viabilidad de entre 45 y 60% en el grupo de mejor respuesta y de
44 a 25% en el grupo intermedio. La afectacién en la viabilidad por el tratamiento se dio
indistintamente en muestras de pacientes con diferentes caracteristicas al diagnoéstico y también con
diferente grado de respuesta a la quimioterapia. De modo que, independientemente de las
caracteristicas genéticas de la célula leucémica la actividad de PKC es importante en la supervivencia

de las células ALL-B. Los pacientes que mejor respondieron a HKPS mostraron una afectacién en su
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viabilidad mayor a la observada con el inhibidor ESTAU, un hecho importante si se considera que
HKPS tiene una mayor especificidad por PKC, a diferencia de ESTAU que puede inhibir otras quinasas.
Por otra parte, otro grupo de muestras (34%) no se afectaron por el péptido HKPS, sugiriendo que el
compuesto no afecta cualquier célula per se, sino aquellas que son dependientes para su crecimiento
de PKC. HKPS mostré ademds una mayor selectividad por las células leucémicas que por las MNC
normales o por las MSC, las cuales ademas se recuperan después del tratamiento con HKPS. Esto
muestra que las células leucémicas dependen en mayor medida de la actividad de PKC para su

supervivencia.

Moléculas como VCAM-1, VLA-4, ICAM y CXCR4 pueden mediar la asociacién entre las células
leucémicas y las MSC (Jacamo et al., 2014; Sharma et al., 2019; Bonilla et al.,, 2019), algunas de las
actuales estrategias de inhibicion del crecimiento leucémico pretenden la disrupciéon de estas
interacciones moleculares y asi la movilizaciéon de las células leucémicas a regiones donde pueden
llegar a ser mas susceptibles a la quimioterapia (Herman et al.,, 2015; Ebinger et al., 2016). Las lineas
celulares de ALL-B se asocian diferentemente al soporte mesenquimal, y no solo la sensibilidad la
quimioterapia varia en estas poblaciones de acuerdo a esa capacidad de adherirse, sino que también,
la interaccion con el soporte influencia su estado proliferativo y metabdlico (Moses et al. 2016).
Después de tratar las MSC con HKPS, alrededor del 50% de las células ALL-B perdieron su capacidad
de adherirse al soporte, estas células se recuperaron del sobrenadante y al verificar su viabilidad en
su mayoria se encontraban muertas. Mientras ESTAU parece afectar la morfologia de las MSC, este
compuesto no tiene efectos deletéreos significativos en la capacidad de adhesion de las células
leucémicas. Los inhibidores ENZA y HKPS, aunque tuvieron menos efectos sobre la morfologia,
afectaron en mayor medida la capacidad de adherencia de las células ALL-B. La inhibiciéon de PKC en
las MSC se tradujo en la pérdida de la adhesién de las células ALL-B, en un fendmeno que se relacion6
con la desregulacion a la baja de ICAM-1 y VLA-5, dos moléculas que se habian sobre-expresado en
las MSC posterior al establecimiento de los co-cultivos. El papel de CXCR4 y su incremento después
del tratamiento del soporte con HKPS llama también la atencién. Se ha reportado que las MSC pueden
proteger a las células leucémicas también en parte debido a la migracién de células leucémicas por
debajo de MSC, un fendmeno que se ha asociado con la expresion de CXCR4 funcional (Burger et al.,
1999). Curiosamente, en resultados anteriores del grupo se ha demostrado que la expresién y
secrecion de SDF-1 en MSC se reduce en un modelo in vitro del nicho leucémico (Bonilla et al., 2019),
lo que explica el aumento observado en la expresion de CXCR4 en células ALL-B durante los co-
cultivos. Si este efecto se ve reforzado por HKPS, como se muestra aqui, entonces las células ALL-B

podrian ser mas propensas a separarse de las MSC. Los factores solubles presentes en los medios
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condicionados de los co-cultivos o de las MSC solas no lograron mantener en el tiempo la
supervivencia de las células de ALL-B, mostrando la relevancia de la adherencia y la interaccion célula
a célula. De forma importante, aunque las células leucémicas al ser tratadas directamente con HKPS
presentaron una susceptibilidad diferencial, al inhibirse el soporte con el péptido, las muestras
evaluadas mostraron ser sensibles al tratamiento, independientemente si pertenecian al grupo de
mayor o menor sensibilidad a HKPS. Este hecho sugiere que a pesar de la alta variabilidad en las
moléculas de adhesién que pueda existir en las células leucémicas (Redondo-Muioz et al,, 2019),
pueden existir mecanismos de sefializacion comunes, que convergen en unas pocas moléculas
responsables del soporte, las cuales estarian mediando la proteccion de las MSC a las células ALL-B

siendo afectadas por HKPS.

Son varias las rutas de sefializacién intracelular que se pueden activar en respuesta a la asociacién
de las moléculas de adhesion con sus ligandos. De manera general para las integrinas, las rutas de
ILK, NF-kB o PI3K/AKT establecen las respuestas a nivel transcripcional que se dan producto de las
interacciones con el microambiente (Tabe et al., 2007). Aqui se indag6 mediante el uso de citometria
de flujo y microarreglos, si después del co-cultivo cambiaba la expresion y el estado de fosforilacion
de estas moléculas en las MSC. Se encontro que las rutas AKT, NF-kB y FAK se activaban después de
la interaccion célula-célula. Un analisis completo de la ruta NF-xB demostré que el co-cultivo
aumenta la expresién de moléculas relevantes en la activacion de esta ruta, y al tiempo, disminuye la
expresion de algunas moléculas como IKBa/€ que inhiben la translocacion de p65 al nticleo. De forma
interesante, también se encontr6é una activacion del factor transcripcional c-Jun que comparte
mecanismos de activacion comunes a NF-xB. c-Jun se puede fosforilar en respuesta al estrés o a
estimulos pro-inflamatorios favoreciendo también la translocacién de NF-kB al nudcleo. Muchos
genes, entre ellos algunos relacionados con la quimiorresistencia como MDR1, requieren de la
cooperacion de estos dos factores para su expresion (Ratnasinghe et al., 2001; Kameyama et al,,
2008), ademas, la respuesta del factor AP-1, se aumenta sustancialmente en presencia de la
subunidad p65 de NF-«B, la cual interviene en su dimerizacion (Lee et al.,, 2002; Garcés de Los Fayos
et al,, 2018). Tal vez una de las moléculas que mas fuertemente se expresé en las MSC posterior al
contacto con las células leucémicas fue STING que participa en la estimulacién de genes de interferdn,
pero que recientemente se ha descrito que funciona ademas como un sensor en respuesta a la
acumulacién de material genético en el citoplasma conduciendo a la aparicién del fenotipo secretor

asociado a senescencia (Mun Loo et al,, 2020).
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Dos residuos son relevantes para la activacién de AKT, la T308 y la S473. Para AKT, tanto por
citometria como empleando los microarreglos, se observo predominantemente la fosforilacién en el
residuo T308 en las MSC del co-cultivo. Diferentes moléculas modulan la fosforilacién de estos
residuos; mTORC1 participa en la fosforilaciéon de la T308 y mTORC2 en la de la S473. Se sabe que
mTORC1 y su sefalizaciéon favorece la sintesis de proteinas e inhibe la autofagia, funciones
importantes en células que requieren entrar en ciclo celular, al contrario, la activacién de mTORC2
es requerida para la progresion del ciclo mas alla de la fase S (Vadlakonda et al., 2013). Las células
senescentes, quiescentes o con una tasa de actividad metabdlica menor, sefializan a través de
mTORC2. Aunque las células ALL-B pueden inducir un microambiente pre-senescente para las
células MSC (Bonilla et al.,, 2019), estos eventos en general pueden tomar mucho mas tiempo. Las dos
técnicas permiten confirmar que después de la interaccién de las MSC con las células ALL-B, la ruta

AKT esta consistentemente activada por la fosforilacién de T308.

Para FAK, mediante citometria de flujo, se hallaron cambios importantes en la fosforilacién del
residuo S910 y aunque el sitio Y397 es el mayor sitio de autofosforilacién de la quinasa, no se
encontro activado por el co-cultivo en los microarreglos. La fosforilacién en los residuos de serina se
ha asociado mas con la participacién de estimulos externos como los inducidos por los factores de
crecimiento, pero la fosforilacion de FAK en la S910 es la inica que se puede dar a través de PKC/ERK
como resultado de la integracién de sefiales via Gaq (Hunger-Glaser et al., 2004). Estas rutas de
sefializacion, asi como la activacion de otras como WNK-1, STAT3 o p53, que también se encontraron
sobre-activadas en el co-cultivo, no modulan inicamente la supervivencia de las células leucémicas,
sino la supervivencia misma de las MSC que constantemente estan sometidas a un estrés fisiologico
por las demandas de la célula tumoral. Estas tres vias, a través de la produccion de IL-6 e IL-8,
promueven la supervivencia de las células tumorales en otros modelos no hematoldgicos donde se

ha descrito que el estroma también desempeiia un papel importante (Timaner et al., 2019).

El péptido HKPS no solo causé una disrupcion del soporte en condiciones normales, sino que ademas
aumento el efecto nocivo de DEXA, MTX y VINC en la viabilidad de las células leucémicas, tres
compuestos comunmente empleados en diferentes fases de los regimenes actuales de quimioterapia.
Si el soporte no erainhibido, las MSC conseguian proteger de forma sustancial a las células leucémicas

de estos medicamentos.

Se indagé también sobre los cambios en la sefializaciéon que producia la quimioterapia y se encontré
un incremento importante en la fosforilaciéon de ERK1/2 después del tratamiento de los co-cultivos

con DEXA. Las rutas MAPK/ERK y PI3K-AKT pueden incrementar la resistencia a medicamentos a
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través de cambios en la expresion de proteinas de la familia Bcl2 o a través de un aumento en la
actividad del transportador MDR (Naci et al.,, 2012; El Azreq MA et al,, 2012; Scharff et al., 2020). El
tratamiento con HKPS redujo en cierta medida la fosforilacién de ERK, sin embargo, 1a concentracién
o el tiempo de tratamiento no fue suficiente para reducir la actividad a los niveles observados en el
co-cultivo sin tratamiento o en las MSC solas. Aunque no igual de significativo a ERK1/2, el
tratamiento con DEXA y VINC indujo algunos cambios en el perfil de expresion de diferentes
moléculas que participan en la ruta NF-kB como p65, TRAILR1, STAT1, IKBe 0 SOCS6 (supresor de la
sefalizacion por citoquinas). HKPS redujo los niveles de STING que habia aumentado su expresiéon
en el co-cultivo y se mantenia independientemente de la quimioterapia y de otras proteinas como

IKK y STAT2.

Se establecié que algunos de los mecanismos involucrados en la quimiorresistencia cambiaban
después de la inhibiciéon de PKC en las MSC. La actividad de ALDH, un mecanismo de detoxificacion
celular frente a variados tipos de estrés, se ha considerado un biomarcador funcional de stemness en
LSC en algunas leucemias como AML (Yang et al, 2018). En ALL-B es un poco menos claro si estas
poblaciones stem existen, sin embargo, la actividad de ALDH se ha observado en células maés
inmaduras las cuales pueden conferir cierta resistencia a la quimioterapia e incrementar los valores
de EMR (Ahlers et al.,, 2013). Aunque las células leucémicas no presentaron cambios en su actividad
de ALDH, las MSC si lo hicieron, observindose ademdas una reduccién en la actividad de ALDH si
habian sido pre-tratadas con HKPS. De esta manera, se afectarian ademas las funciones stem de las
MSC (autorrenovacion, diferenciacion multipotente, etc.), su capacidad de combatir el estrés
oxidativo, aumentando la susceptibilidad de las células leucémicas a la quimioterapia. Esto es
diferente alo que se observo con ENZA y el péptido control PS, donde la quimioterapia y la exposicion

a estos compuestos indujeron una mayor actividad de ALDH.

Las células leucémicas en condiciones de estrés activan otros mecanismos celulares y moleculares en
favor de su supervivencia. Por esta razon se evaluo la actividad de los principales transportadores
ABC (Svirnovski et al,, 2009). La quimioterapia indujo una sobre-activacién de MDR1, MRP y BCRP
en las células leucémicas; no obstante, la presencia de las MSC hizo que la activacion fuese mayor en
relacion a lo observado en las células ALL-B sin soporte. De manera inesperada, teniendo en cuenta
los resultados anteriores, la inhibicion de PKC con HKPS en las MSC nuevamente condujo a la
activacion de estos transportadores en las células ALL-B. Las razones de esto son desconocidas, pero
podria ser un sistema adicional de supervivencia activado por las células leucémicas, en la medida

que pierden, por el tratamiento con HKPS un nicho leucémico que favorece su supervivencia.
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Estos resultados son muy interesantes a la luz de otros recientes: en modelos experimentales in vivo,
la inhibicién de PKC en el estroma aument6 la sensibilidad de las células leucémicas a los
quimioterapéuticos (Park et al,, 2020). La expresion disminuida de las moléculas de adhesién en las
células estromales deficientes en PKC, redujo las sefiales de supervivencia a las células leucémicas,
pero sin afectar su residencia en el nicho (Park et al., 2020). Lo anterior, sumado a los resultados que
se describieron anteriormente, apoya la idea que la inhibiciéon de PKC en las células ALL-B y en las
MSC que soportan su viabilidad, podria contribuir de manera importante a mejorar el éxito de la
quimioterapia. Nuestros resultados muestran que la inhibicion especifica de las isoformas clasicas de
PKC por el péptido HKPS es una herramienta directa util para inhibir el crecimiento de células
leucémicas en algunos pacientes, pero que ademas, el péptido quimérico HKPS tiene un efecto mas
generalizado en todos los pacientes, independiente del dafio genético, pues inhibe funciones

importantes del microambiente tumoral, responsables de la supervivencia de las células leucémicas.
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Conclusiones

1. La inhibicién de PKC por HKPS en las células ALL-B disminuye su viabilidad e
independientemente de la genética, el inmunofenotipo o las caracteristicas clinicas del
paciente, se observo una susceptibilidad diferencial al tratamiento.

2. El contacto directo entre las MSC y las células ALL-B es esencial en la supervivencia de las
leucémicas, las rutas NF-kB, AKT, STAT, MSK se activan en las MSC posterior al contacto
directo con las células leucémicas. Los factores solubles del co-cultivo presentes en el medio
condicionado, ejercen una proteccién que se pierde con el tiempo.

3. El tratamiento con HKPS en las MSC altera el soporte que confieren a las células ALL-B
disminuyendo la supervivencia de las blastos leucémicos e induciendo una pérdida en la
capacidad de adherirse a las MSC de las células leucémicas, sin afectar por igual MNC y MSC.

4. HKPS disminuye la expresion de VLA-5 e ICAM en las MSC, dos moléculas que se sobre-
expresan en las MSC posterior al co-cultivo con las células leucémicas. Ademas, el tratamiento
con HKPS induce cambios en el estado de fosforilacién de FAK, AKT, c-Jun, CREB, WNK,
STAT3, HSP27, HSP60 y P27 y la expresion de STING, STAT2, TRAILR2.

5. La afectacion del soporte con HKPS confiere mayor susceptibilidad de las células ALL-B al
tratamiento con diferentes quimioterapéuticos.

6. En presencia de la quimioterapia el estado de fosforilacién de ERK, eNOS, p53, PLC, Chk-2,
PRAS y STAT1 se incrementa, asi como la expresion de TRAILZ, p65, SOCS6. HKPS interviene
disminuyendo algunos de estos perfiles en las MSC.

7. HKPS reduce la actividad ALDH en las MSC independientemente del tratamiento con
quimioterapia.

8. Lapresenciadel soporte mesenquimal disminuye la actividad de los transportadores ABC en
las células leucémicas, la inhibiciéon de PKC en el soporte promueve un incremento en dicha
actividad.

9. El péptido HKPS inhibe el crecimiento de células de LLA-B y el soporte que dan las MSC a

éstas, convirtiéndose en una herramienta terapéutica promisoria.
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Perspectivas

La identificacién de rutas de sefializacion que se activan después del contacto MSC-ALL-B y en
respuesta a la quimioterapia, sumado al hecho de que HKPS modula de diferente manera muchas de
estas moléculas, abre una posibilidad para estudiar estas relaciones. Se podrian identificar nuevas
oportunidades de intervencién que conduzcan a disminuir el efecto protector que confiere el soporte

en cuanto a supervivencia y sensibilidad a la quimioterapia de las células leucémicas.
Eluso de HKPS como un inhibidor de PKC permitiria su uso no solo en neoplasias hematolégicas, sino

también en modelos de tumores s6lidos donde se ha observado la presencia de células resistentes a

la quimioterapia en sitios donde se sobre-expresa PKC (Staroselsky et al., 1990).
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Fig. S1 Caracterizacion de los péptidos HKPS, PS, HK y HKPSscr. Los péptidos se sintetizaron utilizando la

metodologia SPPS-Fmoc/tBu. La pureza fue evaluada por RP-HPLC y la caracterizacién se realiz6 mediante

espectrometria de masas MALDI-TOF.
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Control Chondrogenic

Fig. S2 Caracterizacion de MSC. A) Expresion de los marcadores CD90, CD105, CD44 y CD73 evaluados
mediante citometria de flujo, después de su aislamiento de una muestra de MO de un donante pediatrico sano.
B) Capacidad de diferenciacién multipotente de las MSC a los linajes, condrogénico, adipogénico y osteogénico
(Ruiz-Aparicio et al.,, 2020).
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Fig. S3 Viabilidad de MSC. La viabilidad de MSC se determiné mediante citometria de flujo después del
tratamiento con péptidos o inhibidores de ESTAU y ENZA durante 2 h y 48 h en presencia de FBS al 1%, como
se indica. Después de los tratamientos, las células B-ALL se cultivaron conjuntamente con MSC durante 72 h.

Los co-cultivos se recolectaron y se marcaron las MSC.
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Fig. S4 Actividad ALDH en células ALL-B. La actividad de ALDH de las células leucémicas en el co-cultivo se
determin6 mediante citometria de flujo empleando el reactivo AldeRed 588-A como sustrato de la enzima. Las
MSC se pre-trataron durante 2 h con DMSO (0.4%), ENZA, HKPS y PS a las concentraciones indicadas. Los
tratamientos se retiraron y se establecieron los co-cultivos con células leucémicas durante 72 h en presencia o
no de DEXA (250 nM). Los co-cultivos se recogieron descartando las células leucémicas no adheridas y luego
se marcaron con el reactivo AldeRed 588, sustrato de ALDH. Como control basal de fluorescencia se empled

DEAB, un inhibidor especifico de la enzima.
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Fig. S5 Efecto de la inhibicidn del soporte con HKPS y la quimioterapia en la actividad ALDH. A) Cambios
en el porcentaje de células MSC con actividad ALDH. Las MSC se pre-trataron 2 h con ENZA, HKPS, PS y el
vehiculo a las concentraciones indicadas. Se retiraron los tratamientos y se establecieron los co-cultivos con
células ALL-B de un paciente por 72 h. Los co-cultivos fueron tratados o no con DEXA (250 nM) durante los 3
dias. Los co-cultivos se recogieron descartando las células leucémicas no adheridas y luego se marcaron con el
reactivo AldeRed 588, sustrato de ALDH. Como control basal de fluorescencia se emple6 DEAB, un inhibidor

especifico de la enzima.
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Abstract: Mesenchymal stem cells (MSC) favour a scenario where leukemic cells survive. The protein
kinase C (PKC) is essential to confer MSC support to leukemic cells and may be responsible for the
intrinsic leukemic cell growth. Here we have evaluated the capacity of a chimeric peptide (HKPS),
directed against classical PKC isoforms, to inhibit leukemic cell growth. HKPS was able to strongly
inhibit viability of different leukemic cell lines, while control HK and PS peptides had no effect. Further
testing showed that 30% of primary samples from paediatric B-cell acute lymphoblastic leukaemia
(B-ALL) were also strongly affected by HKPS. We showed that HKPS disrupted the supportive effect
of MSC that promote leukemic cell survival. Interestingly, I[CAM-1 and VLA-5 expression increased
in MSC during the co-cultures with B-ALL cells, and we found that HKPS inhibited the interaction
between MSC and B-ALL cells due to a reduction in the expression of these adhesion molecules.
Of note, the susceptibility of B-ALL cells to dexamethasone increased when MSC were treated with
HKPS. These results show the relevance of these molecular interactions in the leukemic niche. The use
of HKPS may be a new strategy to disrupt intercellular communications, increasing susceptibility to
therapy, and at the same time, directly affecting the growth of PKC-dependent leukemic cells.

Keywords: leukemic microenvironment; mesenchymal support; PKC; B-ALL; chimeric peptide;
cell adhesion

1. Introduction

Bone marrow (BM) stromal cells, in particular mesenchymal stem cells (MSC) play a pivotal role in
cellular homeostasis within the BM microenvironment not only in physiological but also in pathological
conditions [1]. Cross-talk between MSC and leukemic cells has reciprocal functional consequences [2,3],
and also in surrounding cells, with overwhelming consequences [4,5]. The relevance of this interaction
for the leukemic cells is evidenced by the fact that despite the upregulation of antiapoptotic genes,
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ALL-B001| 9 95% 11 COMUN 46,XX 43236 1 POBRE ALTO NO 47% 40.40%
ALL-B002| 10 92% II PRE-B 46,XX 38940 1 BUENA | INTERMEDIO SI 0% 0%
ALL-B003| 2 93% I PRE-B 46,XY 4760 1 BUENA ALTO SI 85.50% 0%
ALL-B004| 10 92% I PRE-B 46,XY 80750 1 BUENA | INTERMEDIO SI 0% 0%
ALL-B00O5| 4 95% 111 PRE-B 46,XX 7550 1 BUENA | INTERMEDIO SI 1.27% 0%
ALL-B006| 9 97% 111 PRE-B 46,XY 5140 1 BUENA ALTO SI 15.31% 0%
ALL-B007| 17 80% I PRE-B 46,XX 10650 3 BUENA ALTO SI 21% 0%
ALL-B0O08| 4 98% I COMUN 46,XY 4530 1 BUENA | INTERMEDIO SI 1% 0%
ALL-B009| 4 98% 11 PRE-B TRISOMIA 21  [23190 1 BUENA | INTERMEDIO SI 3.47% 0%
ALL-BO10| 9 95% 11 COMUN HIPERDIPLOIDE | 8420 1 BUENA | INTERMEDIO SI 0.08% 0%
ALL-BO11| 2 95% I COMUN HIPERDIPLOIDE | 2740 1 BUENA | INTERMEDIO SI 4.70% 0%
ALL-BO12| 11 98% 11 PRE-B 46,XX 5300 3 BUENA | INTERMEDIO SI 0.04% 0%
ALL-BO13| 4 95% I COMUN 46,XY 6010 1 POBRE ALTO NO 64% 0.76%
ALL-B014| 4 89% 11 COMUN 46,XY 3360 1 BUENA ESTANDAR SI 0% 0%
ALL-B015| 3 95% M1 COMUN 46,XX 7330 1 BUENA | INTERMEDIO SI 0.07% 0.02%
ALL-BO16| 3 90% I COMUN 46,XY 6920 1 POBRE INTERMEDIO SI 22.75% 0%
ALL-B017| 6 89% II COMUN HIPERDIPLOIDE | 9710 1 POBRE ALTO SI 3,90% 0%
ALL-B018| 2 90% M1 COMUN HIPERDIPLOIDE [20340| 1 BUENA | INTERMEDIO SI 0,04% 0%
ALL-B019| 5 85% II COMUN HIPERDIPLOIDE | 8100 1 BUENA | INTERMEDIO SI 1,44% 0%
ALL-B020| 12 92% II COMUN 46, XY 8680 1 BUENA | INTERMEDIO SI 0% 0%
ALL-B021| 2 98% I COMUN 46,XY 5888 1 BUENA | INTERMEDIO SI 4,37% 0%
ALL-B022| 3 98% II COMUN 46,XX 24500 1 BUENA | INTERMEDIO SI 0% 0%

Tabla 1. Caracteristicas al diagndstico y de respuesta a la quimioterapia de los pacientes. WBC: conteo de células blancas, SNC:
Sistema Nervioso Central, EMR: Enfermedad minima residual.
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