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1. Titulo del proyecto

Estudio del Papel del Nicho de Médula Osea en la Deficiencia de GATA2 (BMN-G2D)

2. Investigador principal
Nombre Alessandra Giorgetti

Centro y direccion del Investigador principal

Institut d'Investigacié Biomedica de Bellvitge (IDIBELL)
Hospital Duran i Reynals — 32 planta

Gran Via de I'Hospitalet, 199-203

08908 L'Hospitalet de Llobregat (Barcelona)

Teléfono Email agiorgetti@idibell.cat

3. Memoria Cientifica

Justificacion del Proyecto

GATA2 es un regulador clave del desarrollo hematopoyético, altamente expresado en CMH y progenitores
hematopoyéticos tempranos[1]. Ademas de la expresidn hematopoyética, GATA2 también se expresa en otros
tipos de células especializadas del nicho de la MO, incluidas las células endoteliales y mesenquimales. Su papel
esencial en el desarrollo hematopoyético fue descrito en estudios knock-out en ratones, generando una anemia
que conlleva al fallecimiento del ratdn en el Utero [2—4]. En particular, las células endoteliales sin GATA2 no con
capaces de generar CMH debido a la alteracién de la transicion endotelial a hematopoyética (EHT)[4,5]. Tanto otros
autores como nosotros hemos demostrado el papel primario de GATA2 en la EHT en humanos [6-8]. En pacientes,
las mutaciones germinales heterocigotas de GATA2 dan lugar a manifestaciones pleiotrépicas con citopenia
hematoldgica que conduce al SMD, inmunodeficiencia que afecta a los linajes de células B, NK, monociticas, CD4+,
DC, sordera y linfedema [9-12]. Segun la literatura y nuestra propia experiencia, al menos el 75% de los portadores
de la mutaciéon GATA2 desarrollan SMD y LMA a una edad media estimada de 20 afios [13,14].

La esperanza de vida es limitada debido principalmente a la aparicién de inmunodeficiencia, insuficiencia de la MO
y SMD o LMA [9,15]. La Unica opcion curativa es el (TCMH), que se realiza cuando los pacientes presentan SMD
avanzados o inmunodeficiencia grave. La supervivencia tras el TCMH es favorable en los estados iniciales de la
enfermedad, pero disminuye en pacientes con SMD avanzado [10]. Ademas, el TCMH se asocia a numerosos
efectos secundarios en estos pacientes fragiles, y el momento ideal debe definirse junto con el individuo afectado
en un proceso de toma de decisiones compartida. El panorama mutacional de la deficiencia de GATA2 incluye un
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Objetivos del proyecto

Los pacientes GATA2 son propensos a desarrollar SMD que pueden evolucionar a LMA. A pesar de los avances
sustanciales interpretando del panorama citogenético/genético de la deficiencia de GATA2, los mecanismos
moleculares subyacentes a la progresion maligna de esta enfermedad siguen siendo poco conocidos. El estudio de
las mutaciones de GATA2 en células hematopoyéticas ofrece sélo una comprensién parcial de los posibles origenes
e impactos sistematicos de la enfermedad. Estudios previos sugerian que un entorno de nicho anémalo proporciona
"suelo fértil" para la expansion de las células neoplasicas [31-33]. Desde el descubrimiento de la deficiencia de
GATA2 en 2011, los esfuerzos de investigacion y tratamiento se han centrado principalmente en las células
sanguineas, mientras que el nicho de la MO circundante fue en gran parte ignorado. El objetivo general de este
proyecto es comprender mejor cdmo las mutaciones germinales de GATA2 afectan a las células estromales de la
MO y aclarar las vias de interaccion estroma-hematopoyesis que podrian impulsar el desarrollo de la leucemia.
Mediante la integracion del andlisis a nivel de célula Unica y el desarrollo de modelos ex vivo humanizados en 3D,
que incluyan tanto células hematopoyéticas como no hematopoyéticas, prevemos alcanzar los siguientes objetivos
especificos.

OBIJETIVO 1: Descifrar el panorama transcriptémico y secretomico de las células estromales de la MO en la

Poblacion de estudio y criterios de inclusidon/exclusion

Ahora mismo ya tenemos muestras humanas suficientes para el estudio. Sin embargo la adquisicion de nuevos
pacientes con mutaciones germinales en GATA2 siempre afiade valor al estudio

Plan estadistico completo

N necesaria para el estudio y justificacion

NA
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Anilisis estadisticos previstos

Para las comparaciones estadisticas se primero se evaluard la normalidad y a continuacidn se realizara la prueba
estadistica acorde, ya sea la t-student o la U de Mann—Whitney. La significacion estadistica se define como p < 0,05.
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4. Plan de trabajo resumido

Material y método

En este apartado, aprovecharemos métodos que ya estan establecidos en nuestro laboratorio y utilizaremos
muestras de pacientes GATA2 accesibles a través de nuestra red nacional de clinicos (Biobanco del Hospital Infantil
Sant Joan de Deu ISCIII B.0000599), Hospital La Fe (Biobanco ISCIII B.0000723) y Vall d'Hebron Instituto de
Oncologia (VHIO) (coleccion privada), asi como colaboradores internacionales en el grupo EWOG-MDS, del
consortium 3D-GATA2 y nuestro colaborador Dr Wlodarski al St. Jude Children’s Research Hospital

OBJETIVO 1: Descifrar el panorama transcriptémico y secretémico de las células estromales de la MO en la
deficiencia de GATA2.

Obj 1.1 Aislamiento y caracterizacién de células estromales (MSCs) y analisis del secretoma

Actualmente, disponemos de 10 lineas de MSC con mutaciones en GATA2 y cinco lineas control con género
balanceado y edad parecida, todas ellas caracterizadas tanto a nivel funcional como transcriptémico.

Se extraerd ARN a partir de un minimo de 500.000 células utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen). Para la
preparacion de librerias utilizando el kit lllumina Stranded mRNA Prep Ligation (lllumina). Las librerias se
secuenciaran en un NextSeq 2000 (lllumina) con una profundidad de 20-30 millones de lecturas paired-end de 150
pb (150PE).

Para el andlisis de accesibilidad cromatinica (ATAC-seq), se aislaran nucleos a partir de al menos 500.000 células. El
ADN tagmentado y purificado para la posterior preparacion de las librerias. Tras confirmar su calidad, se
secuenciaran con una profundidad de 20-30 millones de lecturas paired-end de 100 pb (100PE).
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5. Plan de difusidon y de publicaciones (congresos, publicaciones)

Se prevé que estos datos se compartan en la reunion anual del GESMD, el congreso nacional de la SEHH y en el

congreso europeo de la EHA.
Esperamos publicar 2 articulos cientificos en revistas de alto impacto en el campo de la hematopoyesis.

6. Recursos necesarios

Requiere financiacion Si O No @
Requiere datos RESMD Si @ No O

Incluir un listado de variables solicitadas

Datos clinicos de posibles pacientes

Incluir una relacién de las que estan en el registro y no.

Nota En caso de requerir variables no incluidas, se evaluara su inclusién o recogida paralela fuera del
registro.
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Requiere muestras de otros centros

si () No O)

Tipo de muestras

Medula ésea fresca

Momentos de recogida (diagndstico, recaida, etc.)

Diagnostico, controles rutinarios, pre-trasplante y post-trasplante
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	Justificación del proyecto: GATA2 es un regulador clave del desarrollo hematopoyético, altamente expresado en CMH y progenitores hematopoyéticos tempranos[1]. Además de la expresión hematopoyética, GATA2 también se expresa en otros tipos de células especializadas del nicho de la MO, incluidas las células endoteliales y mesenquimales. Su papel esencial en el desarrollo hematopoyético fue descrito en estudios knock-out en ratones, generando una anemia que conlleva al fallecimiento del ratón en el útero [2–4]. En particular, las células endoteliales sin GATA2 no con capaces de generar CMH debido a la alteración de la transición endotelial a hematopoyética (EHT)[4,5]. Tanto otros autores como nosotros hemos demostrado el papel primario de GATA2 en la EHT en humanos [6–8]. En pacientes, las mutaciones germinales heterocigotas de GATA2 dan lugar a manifestaciones pleiotrópicas con citopenia hematológica que conduce al SMD, inmunodeficiencia que afecta a los linajes de células B, NK, monocíticas, CD4+, DC, sordera y linfedema [9–12]. Según la literatura y nuestra propia experiencia, al menos el 75% de los portadores de la mutación GATA2 desarrollan SMD y LMA a una edad media estimada de 20 años [13,14].
La esperanza de vida es limitada debido principalmente a la aparición de inmunodeficiencia, insuficiencia de la MO y SMD o LMA [9,15]. La única opción curativa es el (TCMH), que se realiza cuando los pacientes presentan SMD avanzados o inmunodeficiencia grave. La supervivencia tras el TCMH es favorable en los estados iniciales de la enfermedad, pero disminuye en pacientes con SMD avanzado [10]. Además, el TCMH se asocia a numerosos efectos secundarios en estos pacientes frágiles, y el momento ideal debe definirse junto con el individuo afectado en un proceso de toma de decisiones compartida. El panorama mutacional de la deficiencia de GATA2 incluye un número cada vez mayor de variantes, con aproximadamente 800 casos publicados que albergan unas 180 mutaciones germinales diferentes, familiares o de novo [16–19]. Se han identificado cuatro tipos principales de mutaciones en GATA2: mutaciones truncantes, mutaciones missense (la mayoría localizadas en el dominio 2 de los “dedos de zinc”), mutaciones no codificantes que alteran el sitio “auto-enhancer” en el intrón 4, y mutaciones sinónimas en GATA2 que causan la degradación monoalélica del ARN[20]. Hasta la fecha, sólo se han estudiado funcionalmente unas pocas mutaciones de GATA2, mostrando una capacidad deteriorada de la proteína GATA2 mutante para unirse al ADN y activar la transcripción de genes diana [21–23]. 

Como demostraron Largeaud L et al. [24] en ratones y nuestro grupo en humanos [25,26], algunas de las mutaciones germinales afectan a la proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas. Los SMD y la leucemia surgen como eventos secundarios en los portadores de GATA2, pero los eventos somáticos contribuyen a la transformación maligna y definen el desenlace de la enfermedad. Se ha descrito el panorama somático y epigenético de la deficiencia de GATA2 en grandes cohortes de pacientes, siendo las mutaciones en STAG2, SETBP1 y ASXL1 las más recurrentes [13,14,19,27–30]. Sin embargo, la fisiopatología de la deficiencia de GATA2 aún no se ha desvelado por completo. En concreto, no se ha establecido 1) si la mutación germinal de GATA2 es suficiente por sí misma para desencadenar un SMD o una LMA, 2) cuál es la distribución espacial y temporal de las lesiones somáticas únicas que conducen a la progresión clonal, 3) qué lesiones son benignas y cuáles son oncogénicas, 4) si existe una correlación genotipo-fenotipo y 5) cuál es el papel del microambiente de la MO. La respuesta a estas preguntas se ha visto obstaculizada por la ausencia de modelos de enfermedad robustos que permitan explorar la biología de GATA2 en un entorno totalmente humanizado. En resumen, hay una necesidad urgente de abordar las lagunas de conocimiento mediante el aprovechamiento de enfoques interdisciplinarios utilizando múltiples sistemas de modelos ortogonales. Aquí, nuestros esfuerzos se dirigen a estudiar el papel del nicho estromal de la MO en la deficiencia de GATA2. El nicho de la MO, donde se mantienen las CMH adultas en individuos sanos, es una estructura compleja y dinámica que comprende varios tipos celulares. Los dos componentes principales del nicho estromal de la MO son las células endoteliales (CE) y las células estromales mesenquimales (MSC). Se sabe que las CE liberan citocinas y factores de crecimiento que regulan la quiescencia, la expansión y la diferenciación de las CMH. Las MSC pueden diferenciarse en otros componentes de la MO como condrocitos, adipocitos y osteocitos. Datos recientes demuestran que estos tipos celulares modulan la función de las CMH en ratones y se ven alterados en el contexto de las neoplasias hematopoyéticas humanas, como los SMD y la LMA [31–33]. En otras palabras, alteraciones específicas en el nicho de la MO podrían actuar como eventos que predisponen, facilitando el inicio y la evolución de la enfermedad. En el contexto de la deficiencia de GATA2 a menudo hemos visto que tratar sólo las células sanguíneas malignas no es suficiente. Por eso, estudiar cómo las mutaciones germinales de GATA2 dañan el microambiente circundante puede ayudarnos a diseñar una mejor estrategia de tratamiento para estos pacientes.

	Objetivos del proyecto: Los pacientes GATA2 son propensos a desarrollar SMD que pueden evolucionar a LMA. A pesar de los avances sustanciales interpretando del panorama citogenético/genético de la deficiencia de GATA2, los mecanismos moleculares subyacentes a la progresión maligna de esta enfermedad siguen siendo poco conocidos. El estudio de las mutaciones de GATA2 en células hematopoyéticas ofrece sólo una comprensión parcial de los posibles orígenes e impactos sistemáticos de la enfermedad. Estudios previos sugerían que un entorno de nicho anómalo proporciona "suelo fértil" para la expansión de las células neoplásicas [31–33]. Desde el descubrimiento de la deficiencia de GATA2 en 2011, los esfuerzos de investigación y tratamiento se han centrado principalmente en las células sanguíneas, mientras que el nicho de la MO circundante fue en gran parte ignorado. El objetivo general de este proyecto es comprender mejor cómo las mutaciones germinales de GATA2 afectan a las células estromales de la MO y aclarar las vías de interacción estroma-hematopoyesis que podrían impulsar el desarrollo de la leucemia. Mediante la integración del análisis a nivel de célula única y el desarrollo de modelos ex vivo humanizados en 3D, que incluyan tanto células hematopoyéticas como no hematopoyéticas, prevemos alcanzar los siguientes objetivos específicos.

OBJETIVO 1: Descifrar el panorama transcriptómico y secretómico de las células estromales de la MO en la deficiencia de GATA2.
Utilizando muestras de MO de pacientes con deficiencia de GATA2, vamos a aislar las MSC y las vamos a caracterizar a nivel molecular con RNA/ATAC y analizar el secretoma.
Obj 1.1 Aislamiento y caracterización de células estromales (MSCs) y análisis del secretoma.
Novedad: Una descripción completa de las células MSC incluyendo RNA, cromatina y secretoma servirá para caracterizar exhaustivamente el panorama molecular y la interacción en el nicho de la MO mutante en GATA2. Potencial revolucionario: Desvelar las marcas transcriptómicas del nicho que puede identificar el mecanismo molecular subyacente al inicio y la progresión de la enfermedad.

OBJETIVO2: Investigar el papel del nicho de la MO en la deficiencia de GATA2 in vitro.
Utilizando un modelo de organoides de MO (BMO), descubriremos en detalle las alteraciones en la señalización cruzada entre las células estromales de la MO y las células hematopoyéticas en un “backgroud” GATA2.
Obj 2.1 Establecimiento los BMO con células control y GATA2
Obj 2.2 Análisis transcriptómico a nivel de célula única de los BMO
Obj 2.3 Modelos preclínicos para evaluar nuevas terapias dirigidas
Novedad: Establecer modelos de nicho 3D para estudiar la biología de la deficiencia de GATA2 y ofrecer una plataforma celular para probar nuevas estrategias de terapia dirigida. Potencial revolucionario: Dar un paso adelante en la definición de vías de señalización alteradas en el nicho de la MO que potencialmente pueden revolucionar el tratamiento de pacientes con GATA2.

	Población de estudio: Ahora mismo ya tenemos muestras humanas suficientes para el estudio. Sin embargo la adquisición de nuevos pacientes con mutaciones germinales en GATA2 siempre añade valor al estudio
	N del estudio: NA
	Análisis estadístico: Para las comparaciones estadísticas se primero se evaluará la normalidad y a continuación se realizará la prueba estadística acorde, ya sea la t-student o la U de Mann–Whitney. La significación estadística se define como p < 0,05.
	Bibliografía: 1. Vicente, C., Conchillo, A., Garcia-Sanchez, M.A., and Odero, M.D. (2012). The role of the GATA2 transcription factor in normal and malignant hematopoiesis. Crit Rev Oncol Hematol 82, 1–17. 10.1016/j.critrevonc.2011.04.007.
2. Tsai, F.Y., Keller, G., Kuo, F.C., Weiss, M., Chen, J., Rosenblatt, M., Alt, F.W., and Orkin, S.H. (1994). An early haematopoietic defect in mice lacking the transcription factor GATA-2. Nature 371, 221–6. 10.1038/371221a0.
3. Tsai, F.Y., and Orkin, S.H. (1997). Transcription factor GATA-2 is required for proliferation/survival of early hematopoietic cells and mast cell formation, but not for erythroid and myeloid terminal differentiation. Blood 89, 3636–43.
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	Plan de trabajo: Material y método
En este apartado, aprovecharemos métodos que ya están establecidos en nuestro laboratorio y utilizaremos muestras de pacientes GATA2 accesibles a través de nuestra red nacional de clínicos (Biobanco del Hospital Infantil Sant Joan de Deu ISCIII B.0000599), Hospital La Fe (Biobanco ISCIII B.0000723) y Vall d'Hebron Instituto de Oncología (VHIO) (colección privada), así como colaboradores internacionales en el grupo EWOG-MDS, del consortium 3D-GATA2 y nuestro colaborador Dr Wlodarski al St. Jude Children’s Research Hospital

OBJETIVO 1: Descifrar el panorama transcriptómico y secretómico de las células estromales de la MO en la deficiencia de GATA2. 
Obj 1.1 Aislamiento y caracterización de células estromales (MSCs) y análisis del secretoma
Actualmente, disponemos de 10 líneas de MSC con mutaciones en GATA2 y cinco líneas control con género balanceado y edad parecida, todas ellas caracterizadas tanto a nivel funcional como transcriptómico. 
Se extraerá ARN a partir de un mínimo de 500.000 células utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen). Para la preparación de librerías utilizando el kit Illumina Stranded mRNA Prep Ligation (Illumina). Las librerías se secuenciarán en un NextSeq 2000 (Illumina) con una profundidad de 20–30 millones de lecturas paired-end de 150 pb (150PE).
Para el análisis de accesibilidad cromatínica (ATAC-seq), se aislarán núcleos a partir de al menos 500.000 células.  El ADN tagmentado y purificado para la posterior preparación de las librerías. Tras confirmar su calidad, se secuenciarán con una profundidad de 20–30 millones de lecturas paired-end de 100 pb (100PE).
Para el análisis del secretoma, las MSC se cultivarán en medio con bajo contenido en suero. Tras 24–48 horas, se recogerán los sobrenadantes de cultivo. Se realizarán dos réplicas técnicas por cada población celular. El análisis se llevará a cabo utilizando el kit Human Cytokine 30-Plex (Luminex, Thermo Fisher Scientific).
En el caso de nuevas incorporaciones de pacientes, las MSC de aislaran de médula fresca mediante el medio StemMACS MSC (Miltenyi) y se almacenaremos en crioviales para posteriores estudios funcionales y moleculares.

OBJETIVO2: Investigar el papel del nicho de la MO en la deficiencia de GATA2 in vitro.
Dado que nuestro objetivo final es disponer de modelos humanos para comprender la deficiencia de GATA2, nos centraremos en desarrollar BMO para imitar el nicho de la MO.
Obj 2.1 Establecimiento los BMO con células control y GATA2
Se utilizarán iPSCs control y GATA2 mutadas ya disponibles en el laboratorio. Datos preliminares utilizando un protocolo existente [34] muestran eficiencia en la generación de BMO. De manera resumida se generarán estructuras similares a las embrionarias llamadas cuerpos embrionarios a partir de las iPSCs y se cultivarán con citoquinas específicas para mesodermo, endotelio y hematopoiesis durante 17-21 días antes del análisis. Se harán estudios de inmunofenotipo, apoptosis, autorrenovación, proliferación y ensayo de CFU, además de inmunofluorescencia para ver la estructura tri-dimensional formada.  

Obj 2.2 Análisis transcriptómico a nivel de célula única de los BMO
Después de 3 semanas de cultivo, los componentes celulares serán disociados, recogidos y utilizados para análisis moleculares (scRNA-seq) usando “Chromium 10x” en el IJC. Se empleará el protocolo “On-chip Multiplexing” para multiplexar 2/3 muestras juntas, reduciendo el coste y aumentando el número de células analizadas. El análisis bioinformático de scRNAseq se llevará a cabo por nuestro bioinformático. El análisis transcriptómico a nivel de célula única de MSCs y CEs es clave para entender la interacción entre el nicho de BM y las células hematopoyéticas. Finalmente, integraremos los datos generados en este objetivo con los resultados públicos.

Obj 2.3 Modelos preclínicos para evaluar nuevas terapias dirigidas
Nuestro trabajo con muestras de pacientes y los BMO desarrollados proporcionarán respuestas a los mecanismos moleculares implicados en la transformación maligna. Las vías moleculares desreguladas por las anomalías somáticas pueden ser el objetivo de nuevos tratamientos específicos. Con estos análisis pretendemos encontrar nuevas dianas terapéuticas moleculares que afecten específicamente al nicho afectado. Estos compuestos se evaluarán in vitro en los BMO y se optimizará la dosificación del compuesto y se añadirá al cultivo celular en días alternos durante al menos 2 semanas. La eficacia de estas nuevas drogas se analizará mediante inmunofenotipado y ensayo de proliferación/apoptosis, para evaluar cual de los tejidos es el más esperado. Anticipamos que las células sanguíneas serán las que tengan una respuesta al tratamiento más elevada.

	Plan de difusión: Se prevé que estos datos se compartan en la reunión anual del GESMD, el congreso nacional de la SEHH y en el congreso europeo de la EHA.
Esperamos publicar 2 artículos científicos en revistas de alto impacto en el campo de la hematopoyesis.
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