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El linfoma de células del manto (MCL, sigla del inglés mantle cell lymphoma) es un
linfona de células B maduras agresivo, pero algunos pacientes tienen un
comportamiento indolente. La expresién diferencial de SOX11 es uno de los principales
factores que distinguen los dos subtipos de MCL: los agresivos convencionales y los
mas indolentes leucémicos no nodales (nnMCL). Anteriormente habiamos demostrado
el papel oncogénico de SOX11, que promueve la interaccién de las células tumorales
con las células endoteliales y estromales, lo que promueve la angiogénesis, la invasion
y la resistencia a los medicamentos en el MCL. A pesar de estos hallazgos, se sabe
poco sobre cdmo las células no malignas y las proteinas secretadas por el
microambiente tumoral (TME, sigla de tumor microenvironment) afectan al desarrollo y

al prondstico de la enfermedad en el MCL.

Hemos generado datos preliminares del ecosistema inmunoldgico del MCL-TME,
utilizando la plataforma NanoString de expresion genética inmune y el secretoma en
experimentos de cocultivo ex vivo mediante andlisis de espectrometria de masas. Estos
resultados sugieren que la respuesta inmune en el MCL agresivo que expresa SOX11
esta immunodeprimida en comparacién con el nnMCL y los tejidos de ganglios linfaticos
(GL) normales. Mediante inmunohistoquimica, hemos observado niveles elevados de
células T reguladoras (Treg) FOXP3+ en GL de casos MCL SOX11 positivos en
comparacién con los casos negativos. Ademas, hemos identificado proteinas de puntos
de control inmunoldgico y factores inmunes secretados asociados a una peor
supervivencia en el MCL. Nuestro proyecto propone un estudio integrador
transcriptémico, protedmico y de biologia celular para comprender la composicién y las
complejas interacciones entre las células tumorales y su TME inmune, en diferentes
muestras de tejido de MCL. Después de la validacion en grandes series de casos de
MCL, se analizara el impacto clinico de los factores inmunoldgicos y la influencia de la
expresion de SOX11 en estos TME del MCL.

Nuestros resultados preliminares sugieren que el sistema inmunoldgico relacionado con
el TME controla la progresion del tumor, la agresividad y la resistencia a los
medicamentos en pacientes con MCL en recaida. Ademas, la expresion de SOX11 en
células MCL puede desempefar un papel importante en la regulacién de la

transcripcidn y secrecidon de factores clave relacionados con las interacciones



protectoras de células adyacentes tumorales y no tumorales y la evasién inmune en el

MCL agresivo.

Nuestro principal objetivo es identificar mediadores inmunoldgicos de la progresion y
control del MCL como biomarcadores con importantes retos para futuras terapias.
Ademas, nuestro proyecto propone sistemas 3D in vitro e in vivo con modelos de
xenotrasplantes derivados de pacientes en los que se analizarian de forma preclinica

moléculas pequenas, anticuerpos bloqueantes y otras terapias inmunitarias.

(Articulos generados y breve resumen de los resultados publicados en estos)
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SOX11/PRDX2 axis modulates redox homeostasis and chemoresistance in aggressive
mantle cell lymphoma.
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El SOX11 es un factor de transcripcion que desempefia un papel oncogénico en el MCL
al promover la comunicacion protectora cruzada con el microambiente tumoral,
aumenta también la angiogénesis y la inmunosupresion, y mejora la supervivencia de
las células tumorales. Recientemente, hemos caracterizado el microambiente nodal del
MCL. Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos precisos por los cuales las
células del MCL se adaptan para sobrevivir y crecer dentro del microambiente tumoral.
El crecimiento tumoral descontrolado produce altos niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS, sigla de reactive oxygen species) en respuesta al estrés oxidativo.
Varios farmacos utilizados para tratar el cancer dependen en gran medida de la
citotoxicidad mediada por ROS. Sin embargo, las células tumorales se adaptan para
sobrevivir en estas condiciones de estrés mediante la induccién de multiples procesos
tumorigenos. El estrés oxidativo causado por el desequilibrio entre ROS vy el sistema
antioxidante se ha asociado en gran medida con la resistencia a los medicamentos y la

progresion del cancer.



En este articulo, analizamos la homeostasis redox en el MCL. Mediante el analisis de
enriquecimiento del conjunto de genes, observamos una regulacion positiva de los
genes relacionados con el estrés oxidativo y una produccion significativamente mayor
de especies reactivas de oxigeno (en inglés, reactive oxygen species, ROS) en los
casos de MCL SOX11+ en comparacién con los casos SOX11—. Dentro de ellos,
identificamos la peredoxina-2 (PRDX2) como uno de los genes antioxidantes regulados
positivamente mas importantes, que se correlacionaba significativamente con la
sobreexpresion de SOX11 y la produccién de ROS en las células del MCL, y se asociaba
con una peor supervivencia general de los pacientes. Ademas, la regulacién positiva del
gen PRDX2 mostrd un valor prondstico significativamente negativo independientemente
de otros dos factores de riesgo de MCL: la alta expresidon de la firma de proliferaciéon y

las alteraciones del nUmero de copias (CNA).

Curiosamente, la expresion de PRDX2 se redujo tras la eliminacion de SOX11 mediante
knock-out (SOX11KO). Ademas, observamos que la expresion de PRDX2 vy la
produccion de ROS fueron inducidas por hipoxia en las lineas celulares SOX11+, pero

no en las lineas celulares de MCL SOX11-.

Para descifrar el papel de PRDX2 en la homeostasis redox de los MCL, eliminamos
PRDX2 mediante knock-down utilizando shRNAs (PRDX2KD) en lineas celulares de
MCL. Los experimentos de muerte celular in vitro, en condiciones hipdxicas, mostraron
que las células MCL SOX11KO y PRDX2KD tenian mayores niveles de ROS y muerte de
las células tumorales mediada por ROS tras el tratamiento con farmacos, en
comparacién con las células de control. En conjunto, estos resultados sugirieron que
los MCL SOX11+ podrian adaptarse para sobrevivir a la quimioterapia contrarrestando
los niveles de ROS mediante el aumento de los niveles de expresién de PRDX2 en el
MCL.

En general, nuestros resultados sugieren que SOX11 y PRDX2 pueden estar
desempefiando un papel en la adaptacion a la hipoxia y el estrés oxidativo, protegiendo
las células tumorales de la muerte celular mediada por farmacos mediante la
modulacion de los niveles de ROS y su respuesta citotdxica mediada. Nuestros
resultados sugieren una via mecanicista que explica la respuesta citotoxica mediada
por el estrés oxidativo y proponen PRDX2 como una alternativa terapéutica

prometedora para pacientes con MCL quimiorresistentes o refractarios.
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SOX11 se expresa durante la embriogénesis, pero estd en gran medida ausente en la
mayoria de los tejidos diferenciados adultos. La desregulacion de SOX11 se ha
implicado en varias enfermedades, incluidos algunos trastornos del desarrollo
neuroldgico y los canceres. SOX11 se ha propuesto como un potencial biomarcador
para el diagnéstico y prondstico de varios tumores sdlidos y linfoides agresivos,

incluido el MCL vy el linfoma de Burkitt.

Este manuscrito ha sido aceptado recientemente para su publicacion en Blood Journal,
una de las revistas de mayor impacto en el campo de las enfermedades hematoldgicas.
SOX11 es un factor de transcripcion sobreexpresado en el MCL, un subconjunto de
linfornas de Burkitt (BL) y neoplasias de células linfoides precursoras, pero esta
ausente en las células B normales y otros linfomas de células B. SOX11 tiene un papel
oncogénico en el MCL, pero su contribucion a la patogénesis del BL sigue siendo
incierta. En este articulo, observamos que la presencia del virus de Epstein-Barr (EBV)
y la expresion de SOX11 eran mutuamente excluyentes en los casos de BL. La
expresion de SOX11 en los casos de BL EBV negativos se asocié con una translocacion
de IG::MYC generada por una recombinacion de cambio de clase aberrante, mientras
qgue en los tumores EBV—/SOX11- la translocacion de IG::MYC estuvo mediada por
hipermutaciones somaticas erréneas. Curiosamente, los casos de BL EBV negativos que
expresan SOX11 mostraron una mayor frecuencia de mutaciones en SMARCA4 e ID3
en comparacion con los casos EBV—/S0OX11—. Mediante secuenciacién de ARN,
identificamos un perfil de expresion génica asociado a SOX11, con anotaciones
funcionales que muestran una superposicion parcial con el programa transcripcional
SOX11 de MCL. A diferencia de MCL, no se encontraron diferencias en la migracién
celular o la senalizacion BCR entre las células BL SOX11— y SOX11+. Sin embargo, BL
SOX11+ mostraron una mayor adhesién a VCAM-1 que las lineas celulares BL SOX11-.

Aqui demostramos que los BL EBV negativos comprenden dos subconjuntos de casos



basados en la expresién de SOX11. La exclusion mutua de SOX11 y EBV, y la
asociacion de SOX11 con un paisaje genético especifico sugieren un papel de SOX11 en

la patogénesis temprana de BL.
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Tumorigenic role of musashi-2 in aggressive mantle cell lymphoma.

Leukemia. 2023, 37(2):408-421. doi: 10.1038/s41375-022-01776-x. PMID:
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Si bien las mejoras en la tecnologia de secuenciacion de nueva generacién (NGS) han
aumentado considerablemente nuestra comprension de las anomalias intrinsecas del
MCL, el papel de las sefales extrinsecas es poco conocido. Varios estudios han
destacado el papel central del microambiente tumoral en la patogénesis del MCL. Sin
embargo, la caracterizacién de los diversos nichos tumorales y la comprensién de las
interferencias entre las células tumorales y las células circundantes dentro del

microambiente del MCL siguen siendo en gran medida desconocidas.

En este articulo hallamos que SOX11 podria estar mediando las caracteristicas de
potencia en el MCL agresivo, por lo que regularia la expresion de genes relacionados
con células madre que podrian estar asociados con la resistencia a la quimioterapia y

las recaidas que se observan con frecuencia en el MCL.

El MCL frecuentemente responde al tratamiento inicial, aunque es comdn que
posteriormente desarrolle resistencia, con una recaida con una enfermedad mas
agresiva. Estos resultados sugieren una poblacion de células iniciadoras del MCL con
caracteristicas de células madre, generalmente asociadas con resistencia a las terapias
estandar, lo que podria explicar por qué el MCL sigue siendo un linfoma incurable, a
pesar de presentar una tasa adecuada de remisidon completa con los tratamientos de

primera linea.

En este articulo, hemos demostrado que los MCL SOX11+ tenian un enriquecimiento
significativamente mayor en firmas genéticas de células madre leucémicas y
hematopoyéticas en comparacion con los casos primarios de MCL SOX11—. Ademas,

identificamos un nuevo oncogén implicado en la patogénesis del MCL, musashi-2



(MSI2). MSI2 surgié como uno de los genes relacionados con las células madre
regulados positivamente mas importantes en los MCL SOX11+. La regulacion positiva
de MSI2 se asocid significativamente con un mayor crecimiento clondgeno, la
supervivencia a tratamientos farmacoldgicos y una supervivencia general deficiente. In
vivo, demostramos que la eliminacion de MSI2 en lineas celulares de MCL reducian el
injerto tumorigeno en la médula ésea y el bazo de ratones en comparacién con las
células de control en modelos de ratones xenotrasplantados. Curiosamente, hemos
demostrado que el inhibidor especifico (Ro 08-2750) de MSI2 disminuyé la expresion
de genes relacionados con la apoptosis y las caracteristicas de las células madre y
redujo significativamente el crecimiento clonogénico, la supervivencia de las células

tumorales y la quimiorresistencia en las células MCL.

Nuestros resultados indican que MSI2 podria desempenar un papel clave en el
mantenimiento de la potencia y la supervivencia de las células tumorales, lo que
representa un nuevo objetivo para las intervenciones terapéuticas en el MCL para

inhibir la resistencia a los medicamentos y la recaida en MCL agresivos.
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S0OX11, CD70 and Treg cells configure the tumor immune microenvironment of
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Blood. 2021, 138(22):2202-2215. doi: 10.1182/blood.2020010527.Blood. 2021. PMID:
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En este articulo, mi grupo de investigacion ha caracterizado el microambiente tumoral
ganglionar de muestras primarias de los MCL SOX11+ y SOX11-. Descubrimos que los
MCL nodales SOX11+ tienen significativamente un TME inmunodeprimido, con una
menor infiltracion intratumoral de células T y una expresién reducida de transcripciones
relacionadas con la coestimulacidn y activacién de sefializacion de células T y tipo
MHCI/II en comparacién con los casos negativos. Una menor infiltracion de células T se

asocio significativamente con un resultado clinico deficiente.

Mi grupo también identificd un punto de control inmunoldgico, CD70, regulado
positivamente en SOX11+ en comparacion con los casos negativos, asociado con un

desequilibrio inmunoldgico del microambiente tumoral caracterizado por una mayor



infiltracion de células T reguladoras efectoras (Treg), una mayor proliferacién y un

curso clinico agresivo.

Aqui, mi laboratorio fue el primero en describir el TME nodal en MCL, y descubrié que
la expresidn de SOX11 en MCL esta asociada con un microambiente inmunosupresor
caracterizado por la sobreexpresion de CD70 en células tumorales, una mayor
infiltracion de células T reguladoras (células Treg) y una modulacién descendente del
procesamiento de antigenos, y la presentacion y la activacién de células T que podrian
promover la progresion del MCL. La regulacidn positiva caracteristica de CD70 en cMCL
SOX11+ agresivos ha abierto la posibilidad de tratar el MCL con inmunoterapias con
células CART anti-CD70.

Ademas, en colaboracidon con investigadores principales del programa de neoplasias
linfoides y otros grupos de investigacion, hemos identificado genes alterados que
podrian distinguir entre pacientes con diferentes tipos de linfoma no Hodgkin o
leucemia para identificar nuevos candidatos y redes responsables del comportamiento
agresivo de estas neoplasias que pueden ser candidatos potenciales para
intervenciones terapéuticas (Morsy MHA et al., Blood, 2024; Li Y et al., J Mol Biol.
2022; Domostegui A et al., J. Blood, 2021; Lee-Vergés E et al., International Journal of
Cancer, 2019).

1. El linfoma de células del manto (MCL) es un linfoma agresivo y aun incurable. Las
terapias dirigidas han mejorado los resultados, pero hasta cierto punto. Las células T
receptoras de antigeno quimérico (células CART) dirigidas a CD19 también han
demostrado una eficacia notable en pacientes con MCL en recaida o refractario (R/R).
Sin embargo, los resultados a largo plazo con estos productos han revelado una
supervivencia libre de progresién de alrededor de 2 anos, incluidas las recaidas
tempranas y tardias. Recientemente, hemos identificado CD70 sobreexpresado en MCL
ganglionares agresivos en comparacion con los indolentes y los ganglios linfaticos no
tumorales reactivos. La regulacion positiva de CD70 se correlacioné significativamente
con la sobreexpresién de SOX11, la morfologia citoldgica blastoide/pleomérfica, una

mayor proliferacion e infiltracion intratumoral de células T reguladoras efectoras, y se



asocio con el peor resultado de los pacientes (Balsas P et al., Blood, 2021). CD70
desempefia un papel esencial en la progresion del tumor al promover la supresién
inmune, asi como la proliferacién y supervivencia de las células tumorales en el MCL
agresivo. Nuestros datos preliminares han demostrado que los anticuerpos bloqueantes
anti-CD70 aumentaron la secrecion de IFN-y y la muerte de células tumorales en
sistemas de cocultivo de células MCL/T. En equipo con hematdélogos e inmundlogos del
Hospital Clinic de Barcelona, estamos desarrollando una nueva inmunoterapia dual
basada en células CART anti-CD19/CD70, con el objetivo de intentar superar los fallos
de la terapia con células CART anti-CD19. Si nuestro producto de células CART duales
es superior al de las células CART anti-CD19, en ensayos preclinicos, planeamos
fabricar células CART duales anti-CD19/CD70 de grado clinico a partir de pacientes,
utilizando el sistema CliniMACS Prodigy para las practicas clinicas, y traducir este
producto para un ensayo clinico de fase I, con el objetivo de mejorar los resultados y la

calidad de vida de los pacientes con MCL.

2. El patrén de enfermedad residual minima y las consiguientes recaidas observado en
el MCL sugiere la presencia de una poblaciéon celular con mayor capacidad de
autorrenovacion y resistencia al tratamiento. Diferentes grupos de investigacién han
descrito la presencia de poblaciones de células madre cancerosas (CSC) en el MCL,
caracterizadas por un aumento de la resistencia a los medicamentos, el crecimiento
clonogénico, la actividad de ALDH y la tumorigenicidad. Sin embargo, los factores MCL-
CSC y su contribucion al comportamiento tumoral no se han explorado en el MCL.
Recientemente, mi grupo identific6 MSI2, una proteina de unién al ARN que regula la
autorrenovacion vy la diferenciacién en células madre embrionarias y hematopoyéticas,
regulada directamente por SOX11. La regulacion positiva de MSI2 en el MCL se asocié
significativamente con una peor supervivencia general de los pacientes. La eliminacién
de MSI2 mediante shRNA knock-down (KD) disminuyé significativamente la expresién
de genes relacionados con la apoptosis y las caracteristicas de las células madre, lo
que redujo el crecimiento clonogénico, la supervivencia de las células tumorales y la
quimiorresistencia in vitro, asi como el injerto tumorigénico en modelos de ratones MCL
xenotrasplantados (Sureda-Gémez M et al., Leukemia, 2023). MSI2 desempefia un
papel clave en el mantenimiento de la potencia y la supervivencia de las células
tumorales, por lo que destaca como un objetivo terapéutico potencial para inhibir las
caracteristicas de la potencia y las recaidas en el MCL agresivo. Nuestros datos han

demostrado que Ro 08-2750, una pequeia molécula que se une selectivamente al sitio

9



de union del ARN de MSI2, provocé la pérdida de funcién de MSI2 in vitro. Sin
embargo, resultdé demasiado téxico para ser utilizado como terapia in vivo. En
cooperacion con el Dr. R. D. Artero, del Instituto Universitario de Biotecnologia y
Biomedicina (BIOTECMED) de la Universidad de Valencia, estamos analizando el efecto
antitumoral in vivo de compuestos no téxicos, basados en oligonucleétidos modificados
(gapmers) que pueden inhibir especificamente los efectos oncogénicos debidos a la
regulacion positiva de MSI2 en células linfoides y modelos de PDX MCL que expresan
MSI2 en ratones, para demostrar que el uso de gapmers dirigidos a MSI2 podria ser un
enfoque terapéutico prometedor, como terapia diana para células madre cancerosas

para pacientes con MCL agresivo.

3. SOX11 es un factor pionero, miembro de la familia SOX de factores de transcripcion
caracterizado por unirse al ADN en el surco menor, a través de su dominio high
mobility group (HMG). El dominio HMG de unién al ADN también puede interactuar con
una o mas variedades de proteinas simultdneamente, y formar complejos proteicos que
podrian determinar los roles funcionales especificos de SOX. SOX11 regula diferentes
genes y mecanismos oncogénicos en la patogénesis del MCL, lo que sugiere que podria
estar interactuando con diferentes complejos proteicos para sus distintas acciones.
Recientemente, mi grupo ha identificado interactomas especificos de SOX11 mediante
etiquetado de proximidad (BioID2) acoplado a estrategias protedmicas de
espectrometria de masas en células MCL. Los analisis STRING han revelado un
interactoma altamente conectado, que incluia los complejos SWI/SNF, histona
acetiltransferasa, mediador y reparaciéon del ADN, asi como interacciones con una
diversidad de TF implicados en el desarrollo de tumores. Paralelamente, hemos
identificado unién de SOX11 a sitios especificos del ADN en todo el genoma y genes
regulados por transcripcién directa, utilizando analisis de secuenciacion de ARN y
CUT&RUN (De Bolos A et al., en preparacion). Hemos validado interacciones fisicas
directas y caracterizado la union al ADN y genes diana directos cominmente regulados
por SOX11 en complejo con SMARCA4/BRG1, la subunidad catalitica ATPasa del
complejo SWI/SNF, y con otras proteinas de interaccién, para identificar nuevos
complejos oncogénicos SOX11-proteina-ADN, asi como pequeiias moléculas que

bloquearian estas interacciones como terapias diana para el MCL agresivo.

4. SOX11 estd ausente en las células B normales y en los linfomas de células B,

excepto en las neoplasias de células precursoras, el MCL y el linfoma de Burkitt. SOX11
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tiene un papel oncogénico en el MCL, pero su contribucién a la patogénesis del BL
sigue siendo incierta. Recientemente, observamos que EBV y SOX11 se excluyen
mutuamente en el BL. Dentro del grupo de BL EBV—, la expresién de SOX11 se
correlaciona con la translocacién de IG::MYC mediada por recombinacion de cambio de
caso, mientras que en los casos de EBV—/S0OX11—, la hipermutacién somatica es la
causa de IG::MYC. Curiosamente, dentro de BL EBV—, |la expresion de SOX11 se asocid
significativamente con mutaciones en los genes SMARCA4 e ID3. Mediante
secuenciacion de ARN, identificamos un perfil de expresion génica asociada a SOX11
gue mostrd una superposicion parcial con el programa transcripcional MCL SOX11
(Sureda-Gémez M et al., Blood, 2024). Dentro de los BL EBV—, la expresién de SOX11
delinea un subtipo molecular de esta enfermedad, teniendo un papel importante en la
patogénesis temprana del BL. Ahora hemos analizado el papel mecanicista-funcional de
SOX11 en células de los BL, su relacion con el gen objetivo directo y los cambios en el
programa transcripcional y las mutaciones en SMARCA4, para identificar su implicacién
oncogénica temprana en la patogénesis del BL y nuevas terapias diana prometedoras

para el BL.
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