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RESUMEN

Introduccion

Las gammapatias monoclonales son un grupo heterogéneo de enfermedades
caracterizadas por la expansion de un clon de células plasmaticas (CP). Se considera que
las discrasias de CP representan una linea continua con distintas etapas: desde la fase pre-
maligna, la gammapatia monoclonal de significado incierto (MGUS) hasta el mieloma
multiple (MM) asintomadtico, también llamado MM smoldering, el MM activo vy,
finalmente, la enfermedad extramedular (EEM). Todas estas entidades representan una
gama de enfermedades clonales que van ganando en agresividad. En la mayoria de estas
entidades, las CP estdn retenidas en la médula 6sea (MO), con una fuerte dependencia
respecto al microambiente medular. La adhesion en las fases iniciales de la enfermedad
facilita la resistencia a la apoptosis y también induce la secrecion de factores de
crecimiento y citoquinas. Se considera que el cambio en el perfil de las moléculas de
adhesion es un mecanismo importante que contribuye a la diseminacién extramedular del
MM. Entre estas moléculas, se ha descrito una expresion disminuida de VLA-4 (CD49d)

y CD44.

Sin embargo, no se conocen bien los eventos celulares que conducen a la
transicion inicial desde la fase pre-maligna hasta el MM activo. Por otro lado, es
sorprendente la informacién muy limitada no solo acerca de la pérdida de capacidad
adhesiva de las CP en la EEM, sino también acerca de la biologia de las CP que se

encuentran en territorios distintos a la MO.
Objetivos y Métodos
Los objetivos de este trabajo fueron:

- Un acercamiento alternativo para el estudio de los cambios en la
expresion cuantitativa y, sobre todo, cualitativa de las 1 integrinas (CD29) y de
las tetraspaninas (CD9) en las CP en las diferentes etapas de las gammapatias
monoclonales

- Establecer una correlacién entre los hallazgos fenotipicos y las
capacidades tanto adhesivas como aquellas relacionadas con la activacién de
integrinas y tetraspaninas

- Encontrar un biomarcador de progresion de la enfermedad
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Las CP procedian de aspirados de MO, de liquido pleural (LP) o de liquido
cefalorraquideo (LCR). Las CP se identificaron por citometria de flujo (CF) como células
CD38++CD138++. Para estudiar la expresion constitutiva de CD29 y CD9, se utilizaron
los anticuerpos monoclonales (AcMo) anti-CD29 clon MAR4 y los AcMo anti-CD9
clones ALB6 o M-L13. Y para evaluar el estado de activacién de las moléculas CD29 y
CD9, se utilizaron los AcMo que reconocen especificamente los epitopos

conformacionales CD29 HUTS21 y CD9 PAINS13, respectivamente.

Se utiliz6 el catién divalente Mn?* como estimulo tanto para la activacién de CD29
como para impulsar la capacidad adhesiva de las CP, asi como para un posible efecto
regulatorio respecto a la expresion del epitopo PAINS13. Los ensayos de adhesion se
realizaron en placas de cultivo revestidas con fibronectina (FN) o con BSA como control
negativo. Se utilizaron CP purificadas y biotiniladas, cuantificindose la adhesion
utilizando un método colorimétrico. Los ensayos de inhibiciéon de la adhesion se

realizaron utilizando AcMo bloqueantes.
Resultados

Los niveles de CD29 constitutivo (CD29 MAR4) y activado (CD29 HUTS21)
disminuyeron gradualmente conforme progresaba la enfermedad, con los méximos
niveles de expresion en los pacientes con MGUS y con bajos niveles de CD29 MAR4 y
perdida casi completa de la forma activa determinada con CD29 HUTS21 en las CP de
los pacientes con EEM. Ademas, se observd una fuerte correlacion entre los resultados
obtenidos con el método citométrico y los obtenidos en los ensayos de adhesion y de
activacion con cationes. De hecho, las CP procedentes de muestras de LP o de LCR fueron
totalmente refractarias a la activacién mediada por Mn>* y la adhesién a FN fue nula,
conformando un comportamiento biologico no descrito hasta el momento en CP. Ademads,
en un grupo de pacientes con expresion baja de CD29 MAR4, las CP expresaron con el
doble de intensidad la cadena a4 (CD49d) con respecto a B1, lo que indicaba que la cadena
a4 (CD49d) establecia una union funcional con otra proteina ademds de con B1. Estas
células expresaron niveles intermedios a altos de 7, si bien la combinacion 047 no
restaurd los niveles normales de activacidon por cationes ni tampoco de adhesién a FN.
Por ultimo, las CP expresaron niveles variables de expresion de CD9 que correlacionaron
con la intensidad de expresion de CD29. La co-expresion de CD9 y CD81 en CP

amplificé la sefial de CD29 en el andlisis por CF, sugiriendo un nexo entre las dos
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tetraspaninas y la B1 integrina. Ademas, las CP expresaron CD9 portando el epitopo
funcionalmente relevante PAINS13 asociado en otras células a la activacion previa de la

B1 integrina. En CP el epitopo mostrd una regulacion diferente a la descrita.
Conclusiones

Nuestro trabajo demuestra que los estados constitutivo y activo de CD29 son
excelentes biomarcadores de la progresion de la enfermedad, desde el primer estadio de
MGUS hasta la etapa més agresiva de la EEM, una entidad que carece de una informacién
minima en lo que respecta a sus caracteristicas bioldgicas. La contribucién al
conocimiento de la fisiopatologia se vio reforzada con el resultado de los ensayos
funcionales. Las CP de MO también expresaron el epitopo relevante desde un punto de
vista funcional CD9 PAINS13 que, aunque se ha relacionado con la activacion previa de

CD29 en otras células, en las CP parece estar regulada por una via diferente.
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Introduction

The monoclonal gammopathies are defined as a heterogenous group of diseases
characterized by proliferation of a single clone of plasma cells (PC). There is a continuum
of PC dyscrasias: from pre-malignant disorder called monoclonal gammopathy of
undetermined significance (MGUS) to indolent asymptomatic multiple myeloma (MM)
(smoldering myeloma), then to active multiple myeloma and finally extramedullary
disease (EMD). Together, these conditions form a spectrum of clonal disorders. During
the course of these diseases, PC remains located within the bone marrow (BM) with
strong dependence on the BM microenvironment. The initial adhesion affects the survival
of MM cells and also mediates secretion of growth factors and cytokines. Subsequent
changes in the adhesion molecule profile have been considered as possible mechanisms
in the extramedullary dissemination in MM. Specifically, decreased expression of
adhesion molecules such as CD49d or CD44 have been described.

However, cellular events driving the initial transition from a premalignant stage
to early active MM are not well understood. Moreover, it is surprising not only the very
limited information about the mechanisms underlying the detachment of PC in EMD, but
also the biology of PC at the extramedullary sites in comparison with the characteristics

of the malignant PC in BM.

Objectives and methods
The objectives of this work were:

- An alternative approach to study the changes in the quantitative
and, especially, qualitative expression of Bl integrins (CD29) and tetraspanins
(CD9) in PC during the different stages of monoclonal gammopathies

- To establish a correlation between phenotypic findings and
adhesive and integrin or tetraspanin activation capabilities

- To find a biomarker of disease progression

PC were obtained from BM aspirates, pleural fluid (PF) or cerebrospinal fluid
(CSF). PC were identified as CD38++CD138++ cells by flow cytometry (FC). To study
by FC constitutive levels of CD29 and CD9 antigens, CD29 clone MAR4 and CD9 ALB6

or M-L13 clones were used. To evaluate the activation state of CD29 and CD9 molecules,
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monoclonal antibodies (MoAb) that selectively react with conformational epitopes, CD29
clone HUTS21 and CD9 clone PAIN13 were used.

The divalent cation Mn>* was used as a stimulus for the activation of CD29 and
the adhesive properties of B1 integrins and to measure its effect on the PAINSI13
expression. Adhesion assays were performed in tissue culture plates precoated with
fibronectin (FN) or BSA as negative control. Biotynilated purified PC were seeded and
cell adherence was quantified using a colorimetric assay. Adhesion inhibition assays were

performed by using blocking MoAb.

Results

Constitutive (CD29 MAR4) and activated (CD29 HUTS21) levels of B1 integrin
were gradually decreased as the disease progressed, with maximum levels of expression
in MGUS patients, and low levels of CD29 MAR4 and almost complete loss of CD29
HUTS21 in PC from EMD patients. Moreover, there was a strong correlation between
results obtained with the cytometric method and cation activation or adhesion assays. In
fact, purified PC obtained from PF or CSF of EMD patients expressed constitutive low
levels of CD29 totally refractory to Mn?* activation, and their adhesion to FN was
abolished, showing a biological behavior not described so far. In a group of patients, the
a4 (CD49d) subunit was observed to be twice the level of B1 subunit in PC, suggesting
that the 04 subunit are not all functionally associated with the B1 subunit. These PC
expressed intermediate to high levels of B7 integrin, but 47 combination did not restore
normal activation or adhesive properties. Finally, PC expressed variable percentages of
CD9, especially in MM patients, but these levels correlated with B1 fluorescence
intensity. Co-expression of CD9 and CD81 tetraspanins amplified CD29 signal in FC
analysis, indicating a link between both tetraspanins and 1 integrins in PC. PC expressed
CD9 PAINSI13, a functionally relevant epitope associated in other cells with previous
activation of Bl integrin. However, in PC CD9 PAINSI3 epitope was regulated
differently.

Conclusions

Our work has shown that constitutive and active states of CD29 are excellent
biomarkers in the progression from MGUS to EMD, an entity with a lack of information
regarding its biological characteristics. The contribution to the pathophysiology of the

disease was reinforced by functional assays. BM PC also expressed tetraspanin CD9
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PAINS13, a functionally relevant epitope that, although usually related with CD29

activation, was differentially regulated with respect to what is described in other cells.
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1. Diferenciacion de células B: las células plasmaticas
1.1. Origen y generacion de las células plasmaticas en ganglio

Las células plasmdticas (CP) representan el estadio madurativo final de los
linfocitos B (LB), siendo responsables de la produccién de la mayoria de anticuerpos
circulantes. Dependiendo del tipo de predecesor del LB, su localizacién anatémica en los
tejidos linfoides, las citocinas del medio, el tipo de antigeno (Ag), la ubicacién en la que
se establece el encuentro con el Ag y las células accesorias implicadas, pueden generarse
diferentes tipos de CP en lo que respecta a vida util, localizacién final, expresion de
marcadores de superficie celular, factores de transcripcion y secrecion de

inmunoglobulinas (Ig) (1).
Existen dos regiones clave para el desarrollo de las CP:

1. regién extrafolicular: drea situada fuera de los foliculos linfoides (en la
primera fase tanto de la via candnica como de la via no candnica) y
2. region intrafolicular: drea situada en el interior del foliculo linfoide, en

concreto en el centro germinal (CG) (segunda fase de la via canénica).

Las CP que surgen de la via intrafolicular (es decir, aquellas que proceden del CG)
son predominantemente de larga vida y capaces de migrar y de alojarse en la MO,
mientras que tradicionalmente las de origen extrafolicular se han considerado como CP
de corta vida y no migratorias, si bien se ha observado que en respuestas inmunes a
antigenos independientes de células T o bajo condiciones experimentales en las que se
bloquea la formacién de centros germinales, las células B se diferencian en CP de
apariencia blastica en dreas extrafoliculares, que ulteriormente pueden convertirse en CP
de larga vida (1). Por otra parte, también se ha demostrado que los LB de memoria pueden
posicionarse inicialmente en un nicho subcapsular de los ganglios. Alli proliferan
rdpidamente y se diferencian en CP secretoras de anticuerpos en los focos proliferativos
subcapsulares (subcapsular proliferative foci: SPF) al ser reactivados por el Ag.
Comparados con los centros germinales secundarios “tradicionales”, los SPF manifiestan
una “firma” molecular de célula unica y un patrén diferente tanto de migracién celular

como de generacion de CP (2).
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1.2. Origen y generacion de las células plasmaticas en bazo

En el bazo, los LB que primeramente entran en contacto con el antigeno
particulado son los que residen en la zona marginal (ZM). Las células B de 1a ZM generan
rdpidamente CP de vida corta, independientemente de la ayuda de las células T. En este
proceso, STAT1 (Signal transducer and activator of transcription 1) es un mediador
esencial de la respuesta de anticuerpos mediada por TLR (Toll like receptor) (3). Estas
células muestran tempranamente signos de los primeros cambios transcripcionales
necesarios para la diferenciacion a CP, ya que expresan mayores cantidades de Blimp-1
(B-lymphocyte induced maduration protein 1) y niveles reducidos de Bcl6 (B-cell

lymphoma 6) en comparacion con las células B foliculares (B-2) (4)

Las células B-1, al igual que los LB de la ZM, estdn preparadas
transcripcionalmente para montar una respuesta rapida en ausencia de la co-estimulacion
de células T, generando plasmablastos secretores de Ig que pueden persistir durante varias
semanas después de la exposicion inicial al antigeno. Este tipo de células responden
especificamente a antigenos timo independientes (TI) y pueden cumplir el papel de

células presentadoras de antigenos (5).

El tipo de antigeno al que se exponen los LB también puede determinar su destino
final. Los antigenos TI-1, como el lipopolisacarido (LPS), actian independientemente del
receptor de células B (BCR) para inducir la proliferacion, diferenciacion y la consiguiente
secrecion de anticuerpos. Los antigenos TI-2, tipificados por antigenos multivalentes
como los polisacdridos, necesitan sefializacion a través del BCR. La diferenciacion de
células B inducida por antigenos TI-2 requiere de segundas sefiales como la de los TLR,

varios de los cuales se expresan en los LB (6).

1.3. Influencia del tipo de antigeno en la generacion de CP

La supervivencia y la diferenciaciéon continua de las células extrafoliculares
productoras de anticuerpos dependen de la unién de BAFF [factor activador de células B
que pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF)], secretado por las células
dendriticas (CD). Los focos formados en la respuesta extrafolicular al antigeno se
mantienen inicialmente gracias a un bloqueo en la activacion de caspasas apoptéticas que
prolonga la supervivencia de las CP en condiciones de estrés del reticulo endopldsmico.

Posteriormente, estos focos desaparecen tras un proceso de apoptosis (7), no sin antes
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generar CP de larga duracion durante el proceso (8). La principal produccién de
anticuerpos que surge de la inmunizacion con TI-2 estd restringida a focos

extrafoliculares (9).

Cuando los LB reciben colaboracién de las células T afines, siguen la via de
diferenciacion del CG. Una vez alli, detienen su diferenciacién para permitir la
maduracion de la afinidad y el cambio en el isotipo de Ig. La gran mayoria de Ag generan
respuestas de anticuerpos sélo si las células T helper CD4+ estan presentes para ayudar a
la activacion de las células B. En este proceso, es el antigeno quien realiza la seleccion
de clones de células B foliculares. Este tipo de antigeno es conocido como antigeno timo

dependiente (TD) (10)

Los antigenos TD, al contrario de lo que se considerd inicialmente, también
pueden provocar formacion de focos extrafoliculares con hipermutacion somatica de sus
LB. En los CG establecen respuestas de larga duracién con cambios de isotipo,

hipermutacién somatica, generacion de células B de memoria y de CP de larga duracion

(11).

Cuando un LB folicular es activado por su Ag, puede formar bien un foco
extrafolicular o acceder al CG. Tradicionalmente se ha considerado que la via elegida por
un LB dependia de la fuerza de la interaccién entre su BCR y el Ag especifico:
interacciones de alta afinidad generan una diferenciacion extrafolicular temprana,
mientras que las de baja afinidad dirigen la entrada del LB hacia al CG (12). Sin embargo,
posteriormente se determindé que los CG son mucho mds indulgentes al permitir la
retencion de células que expresan receptores no solo de baja sino también de moderada
afinidad, incluso cuando existe competencia por un mismo epitopo (13). A pesar de estos
hallazgos, son muchas las evidencias que acreditan que las CP derivan exclusivamente de

una reaccion clasica de CG (14).

Una vez que los LB foliculares son activados por el antigeno TD, se aumenta la
expresion de CCR7 (C-C chemokine receptor type 7) en su membrana, atrayéndolas a la
interfaz situada entre las areas de células T y B, zona en que la expresion de CXCRS5 (C-
X-C chemokine receptor type 5) garantiza la ubicacion estable de las células B. Al mismo
tiempo, las células T que han sido activadas por un péptido derivado del mismo antigeno,
previamente presentado por las CD en el drea de las células T, regulan positivamente

CXCRS y migran hacia el foliculo (15). De este modo, la migracién coordinada de células
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B y T con afinidad por el mismo antigeno, aumenta la probabilidad de un encuentro en la

interfaz y pueda iniciarse una respuesta inmune productiva.

La produccién de IL-21 (interleucina 21) por las células T es esencial para la
formacidn de focos de células secretoras y actia principalmente sobre las células B en el
interior del CG, siendo un mediador fundamental para su diferenciacion. La IL-21 se ha
identificado como la citoquina definitoria de las células T-foliculares auxiliares (Tfh)

(16).

CD40 y CD154 (CD40L) encarnan otra interaccién molecular necesaria para la
induccién de la proliferacion y diferenciacion de los LB, tanto en los focos
extrafoliculares como en los centros germinales por activacién del NF-Kb (Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) mediado por TRAF (TNF receptor-

associated factor) (17).

1.4. Programa genético en la diferenciacion de CP: papel multifuncional del factor de
transcripcion Blimp-1

La proteina Blimp-1, codificada por el gen Prdm1(PR domain zinc finger protein
1), es considerada el “regulador maestro” de la diferenciacion de las CP ya que sustenta
el programa genético que promueve su formacion. El modelo mds aceptado de la
diferenciacion de las CP se elabora en un contexto de antagonismo mutuo entre dos
conjuntos de factores de transcripcion: los que derivan hacia programas de expresion
génica de LB maduros, como Pax5 (Paired Box 5) y Bcl6, y los que determinan el
programa de CP, como Blimp-1 y el factor regulador de interferén 4 (interferon regulator
factor 4: IRF4). De hecho, Blimp-1 silencia en células B varios genes responsables de la
presentacion de antigeno o del switch en el proceso de recombinacién, a la vez que
favorece la expresion génica de proteinas relacionadas con la secrecion de las
inmunoglobulinas. A su vez, la via predeterminada de diferenciacion de las CP requiere
que la actividad de Pax5 se reduzca mientras se induce la expresion de Blimp-1, cuya
expresion es fundamental para la diferenciacion total de las CP. La induccién de Blimp-
1 probablemente ocurre después de la induccidon de IRF4 como resultado de una sefial de
diferenciacion. Dicha sefal puede emplear la induccion de IRF4 mediada por NF-kB.
Tras la induccién de Blimp-1, el programa de expresion génica de células B maduras se

extingue y se produce la diferenciacion de CP (18).
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Bcl6, Bach2 (Broad complex-tramtrack-bric a brac and Cap'n'collar homology
2) y MTA3 (Metastasis Associated 1 Family Member 3) son genes expresados en el CG
que regulan negativamente la diferenciacién de las CP, ya que funcionan como represores
transcripcionales inhibiendo la actividad de Blimp-1. Pueden suprimir la diferenciacién
en el CG e incluso permitir la regresion a estados madurativos previos cuando se elimina
DEPTOR (DEP domain-containing mechanistic target of rapamycin (mTOR )-interacting
protein), dando a este dltimo un papel fundamental en el mantenimiento de la
diferenciacion de la CP (19). Por otra parte, STAT3, OBF-1 (OCT-binding factor-1) y
OCT?2 (Organic cation transporter 2) integran sefiales proporcionadas por las células T

y las citocinas para promover también la diferenciacion de las CP (20).

1.5. Capacidad migratoria de los plasmablastos

1.5.1. Salida de los plasmablastos desde los 6rganos linfoides secundarios a sangre

periférica

Aunque los plasmablastos son células capaces de sintetizar y secretar anticuerpos,
su proceso de maduracion no concluye hasta que migran a 6rganos de alojamiento final,
tales como la MO o el intestino. En la primera fase de este proceso migratorio, los
plasmablastos abandonan los Organos linfoides secundarios. Los mecanismos
moleculares implicados en la salida o entrada de los plasmablastos en un 6rgano se
conocen solo parcialmente. En un modelo murino y en la primera fase de este proceso
migratorio, la B2 integrina (CD18) expresada en los plasmablastos es esencial para
interaccionar con su ligando ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) (CD54),
expresado fuertemente en los cordones medulares del ganglio (la pulpa roja en el caso del
bazo), un lugar de salida idoneo para abandonar los 6rganos linfoides secundarios (1). Es
en este punto donde comienza la via hematdgena en la diseminacion de los plasmablastos.
En concreto y en este modelo de ratén, la primera oleada de plasmablastos aparece en
sangre periférica aproximadamente una semana después que las células B hayan tomado
contacto con el antigeno y se hayan diferenciado a células productoras de anticuerpos (21,
22). Esta dindmica temporal es similar en humanos, donde los plasmablastos especificos
tras la vacunacion aparecen mayoritariamente en el dia 6 o 7, declinando de forma rapida

(23).

En el proceso de migracion también interviene la sefializacién mediada por la

esfingosina-1-fosfato (S1P). De nuevo en un modelo murino, se ha demostrado que la
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ausencia del receptor para S1P en las células B, denominado S1P; (Sphingosine-1-
phosphate receptor 1) no impide la generacion de plasmablastos en el bazo o en las placas
de Peyer, pero si su salida a sangre y su alojamiento en la MO. A su vez, los plasmablastos
circulantes expresan mayor cantidad del receptor S1P; que aquellos que permanecen en
los 6rganos linfoides secundarios, sugiriendo que la expresion diferencial de S1P; es un
punto de control en el proceso de retencion versus salida a la circulacion de los

plasmablastos de los 6rganos linfoides secundarios (24).

1.5.2. Transmigracion de los plasmablastos a MO (y otros territorios): contribucion de

las moléculas de adhesion y quimioquinas

El destino definitivo de las CP es la MO o, también, diferentes areas mucosas,
especialmente la 1amina propia del intestino. Las vias que utilizan los plasmablastos para
entrar en la MO permanecen en gran medida desconocidos. Presumiblemente, los
plasmablastos ingresan en la MO a través de venas sinusoidales, pero los mecanismos
que median su transmigracién no se han dilucidado en detalle. Posibles candidatos
involucrados en este proceso parecen ser la selectina CD62L y la molécula CD22 (25).
La integrina B1 activada, la forma con alta afinidad por sus ligandos, parece jugar también
un papel relevante en la capacidad migratoria de los plasmablastos a la MO, ya que en
ratones knock-out para la cochaperona Mzbl (Marginal Zone B And Bl Cell Specific
Protein), esencial en el proceso de activacion de la integrina 1, los plasmablastos migran

de forma defectuosa al microambiente medular (26).

Ademds de la presencia de ciertas moléculas de adhesion, el proceso de
transmigracion desde la SP hasta la MO esta guiado por la expresion de receptores de
quimioquinas en la membrana de los plasmablastos y por un gradiente de concentraciones
de las quimioquinas correspondientes. En concreto, el eje CXCR4 C-X-C (chemokine
receptor type 4) | CXCL12 (C-X-C Chemokine Ligand 12) es uno de los principales
factores que garantizan el alojamiento y el mantenimiento de las CP en la MO. Es
necesario recalcar que la quimioquina CXCL12, producida por las células del estroma,
puede interactuar con el sulfato de heparina y algunas proteinas de la matriz extracelular
(MEC), hallazgos que sugieren que CXCL12 se encuentra inmovilizado en la MO en
lugar de fluir libremente (27). La importancia de CXCL12 en la fisiologia de las células

secretoras de anticuerpos es doble, ya que no solo desempefia un papel en el alojamiento
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de los plasmablastos en la MO, sino que también promueve la adhesién y la migracién a
través del endotelio de la MO, ayudando posteriormente a culminar el proceso de
maduracién hacia CP y la retencién en la MO, en estrecho contacto con las células

estromales (28).

Mientras que los plasmablastos circulantes se alojan en la MO siguiendo un
gradiente de concentracién de CXCL12 dependiente de la expresiéon de CXCR4 en los
plasmablastos IgG, la migracion al intestino de los plasmablastos IgA es guiada por los
receptores de quimioquinas CCR9 (C-C Chemokine Receptor 9) y CCRI10 (C-C
Chemokine Receptor 10). Los plasmablastos IgA pueden alojarse no solo en el intestino,
sino también en otros tejidos que expresen CCL28 (C-C chemokine ligand 28), como la
mucosa respiratoria o la oral. Aunque las células que expresan IgA provenientes de
mucosas podrian ser atraidas por CXCL12, se desconocen los mecanismos exactos
subyacentes que permiten su aporte al total de CP residentes de MO. Sin embargo existen
hallazgos que apuntan a diferencias de expresion génica en S1P; y la integrina VLA-5

(Very Late Antigen 5) como mecanismos potenciales (26).

Una vez alojadas en la MO, las CP pueden migrar hacia otros huesos o hacia el
bazo, mostrando un patrén en el que se alternan cortos periodos de alta motilidad
promovidos por APRIL (A proliferation-inducing ligand) y por CXCL12 y su receptor
CXCR4, con largos intervalos en el que las CP estan detenidas debido a un fuerte anclaje

al microambiente medular promovido por CD49d (VLA-4) (29).

Por otro lado, las CP que carecen de Shpl (proteina tirosina fosfatasa 1) exhiben
una activacion aberrante de la integrina 04p1 (CD49d/CD29) debido a la sefializacion
desregulada de Src- (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src) y PI3-quinasa
(fosfatidilinositol-3-kinasa) manifestando una migracién atenuada in vifro y una
localizacién deficiente en la MO cuando se reconstituyen in vivo. La interrupcion de la
interaccion a4B1/VCAM-1 reafirma este defecto (30). Otro factor que interviene de forma
decisiva en la migracion de los plasmablastos a la MO es el factor de transcripcién c-Myb
(Myeloblastosis transcription factors), ya que en su ausencia no se detectan en SP ni en
MO CP IgG+ especificas tras infeccion o inmunizacion, siendo incapaces de responder a

un gradiente de CXCL12 (31).
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2. La médula 6sea y su microambiente
2.1. Fisiologia de la MO

La MO es un tejido blando ubicado en las cavidades centrales de los huesos axiales
y los huesos largos. Consiste en islas de tejido hematopoyético y células adiposas
rodeadas por senos vasculares intercalados dentro de una red de hueso trabecular. Provee
los elementos bdsicos para la produccidn, regulacién y mantenimiento de las células
hematicas, con una produccién promedio diaria de 500 mil millones de células sanguineas
maduras (32). Representa el 5% del peso corporal y es ademés considerada como uno de
los Organos reticuloendoteliales mas importantes (33). Otras de sus funciones son el
transporte de oxigeno, la defensa contra elementos invasores, la hemostasia y la
eliminacién del material anémalo o senescente, con la participacion de sus elementos
celulares y los de la sangre periférica. La MO de los huesos largos (p. €j., fémur) y de los
huesos planos (p. €j., parietales) es tributaria de una gran cantidad de vasos nutricios que
proporcionan, desde la circulacion general, nutrientes, hormonas, oligoelementos, entre
otros factores, y a la vez permiten la salida de los elementos formes de la sangre recién
generados (34). En los huesos largos, las arterias longitudinales centrales dan lugar a
arterias radiales que a su vez se ramifican en arteriolas cerca del endostio donde se
anastomosan con un plexo de senos venosos. Los sinusoides venosos consisten en una
capa de células endoteliales planas con poca o ninguna membrana basal y se extienden
hacia la cavidad central donde se fusionan en un gran seno central. Ademds, poseen
numerosas fenestras y es posible que sean los principales lugares de salida de leucocitos

desde la MO a la circulacion periférica. La médula no dispone de drenaje linfético (35).

Macroscopicamente se distinguen dos tipos de MO: la MO amarilla, compuesta
principalmente por células adiposas, y la MO roja constituida por el conjunto de células
madre hematopoyéticas (HSC, hematopoietic stem cells) y células progenitoras de las que
surgirdn los diferentes linajes o series celulares medulares (serie mieloide, serie linfoide,
serie eritroide, serie megacariocitica) en diferentes grados de diferenciacion hasta llegar
a células maduras (neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos, monocitos, linfocitos T 'y B, células

NK (natural killer), eritrocitos, plaquetas y células dendriticas) (36).
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2.2. El “nicho” en el microambiente de la MO: interacciones

Si bien el concepto de nicho surge en el campo de la ecologia para describir la
sumatoria de los requerimientos del habitat que le permite a una especie persistir y
prosperar, describe perfectamente la serie de interacciones necesarias para garantizar una
hematopoyesis mantenida en condiciones de normalidad. Estas islas de tejido estdn
sujetas a una dindmica de interacciones dependientes de los factores transcripcionales
propios de las HSC y de la composicion celular y molecular del entorno, generando lo
que se conoce como nicho medular, que serd el que paute el destino y la diferenciacién

final de la célula hematopoyética.

Las HSC y las células progenitoras estan soportadas por un entramado de células
estromales que proporcionan contacto célula-célula. El entramado posee dos funciones
principales: proveer un sustrato adhesivo al cual puedan unirse las células en division y

diferenciaciéon y producir factores de crecimiento hematopoyéticos (37).

Existen dos tipos principales de nichos donde pueden ser encontradas las HSC: un
nicho enddseo donde las HSC estdn en proximidad con un subconjunto de osteoblastos
fusiformes N-cadherina positivos; y un nicho vascular revestido por células endoteliales

sinusoidales y derivados de células estromales mesenquimales (38).

Al igual que las HSC y las células progenitoras necesitan de un nicho para
permanecer y sustentarse en la MO, las CP dependen del acceso a nichos altamente
especializados que les proporcionen el microambiente necesario para garantizar su
supervivencia a largo plazo. Este nicho asegura las interacciones de varios tipos de células
proporcionando un conjunto de sefiales de supervivencia superpuestas y parcialmente

redundantes.

2.2.1. Componentes celulares
2.2.1.1. Células de estroma

En ratones se han identificado hasta seis tipos celulares con diecisiete
subconjuntos de células estromales con perfiles genéticos reguladores de la
hematopoyesis, asi como subpoblaciones fibrobldsticas y osteoblasticas (39). Provienen
de una ontogenia no hematopoyética e incluyen una variedad de células endoteliales,

mesenquimatosas y neurales (40). Entre ellas, las més relevantes para el mantenimiento
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de la supervivencia y la funcién celular dentro del nicho son las células madre/estromales
mesenquimales de médula 6sea. Representan apenas entre el 0,001% y el 0,1% de las
células nucleadas de la MO. Morfol6gicamente son células fibroblastoides adherentes con
capacidad para producir citocinas, factores de crecimiento y quimiocinas como IL-6 y
CXCL12, que median en la migracion a la MO de células que expresan CXCR4, en su
retencion asi como en el proceso de maduracion final de las CP (41). Permanecen en
estrecho contacto con las CP a través de las integrinas 041 (CD49d/CD29) y aLp2 (LFA-
1) ya que expresan VCAM-1 (1). Esta funcién particular parece depender de la
tetraspanina CD37, que interviene en la distribucion de o4pfl en la membrana,
permitiendo asi la sefializacion a través de la via de supervivencia Akt (Serine/threonine-

protein kinase Akt) (42)

2.2.1.2. Otros tipos celulares

Otra célula que parece jugar un papel importante en la formacion del nicho son
las células reticulares abundantes en CXCL12 (CAR) ya que no solo atraen a las CP
CXCR4+/ VLA-4+/ LFA-1+ sino también a células hematopoyéticas de otros linajes
como monocitos, eosinofilos y megacariocitos, que expresan el mismo conjunto de

moléculas de adhesion y por lo tanto se reclutan en la proximidad (43).

Otra células que aportan sefiales de supervivencia al microambiente altamente
complejo del nicho medular incluye eosinéfilos, megacariocitos, baséfilos, monocitos,
macréfagos, células dendriticas, células T, osteoclastos y células adiposas, muchos de
ellos productores de APRIL, un factor clave en la supervivencia a largo plazo de las CP
(44). Se ha demostrado in vitro que los eosindfilos producen APRIL e IL-6 y que
favorecen la supervivencia de las CP (45). Aproximadamente el 50% de los plasmablastos
recién inmigrados a la MO estdn en contacto directo con los eosinéfilos. También se ha
demostrado que los megacariocitos de la MO son productores de APRIL e IL-6, aunque
manifiestan una interaccion fisica con las CP menos evidente que la de los eosindfilos
(46). Se ha demostrado en modelos murinos que los monocitos Ly6C ™ producen APRIL
(43, (47) y que los precursores mieloides son una fuente importante de APRIL en
humanos (48). En ratones, se ha demostrado que los basdéfilos apoyan la supervivencia de
las CP al producir IL-4 e IL-6 in vitro e in vivo (49). Adicionalmente, se ha determinado
que las CD establecen contactos funcionales con las CP de la MO: 1a molécula CD80/86
de la superficie de las CD interactda con el CD28 de las CP de la MO, lo que promueve
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su supervivencia mediante la activacion de las vias Vav y NF-xB (50). Las células del
estroma reticular (51), los osteoblastos (52), y los osteoclastos (53) también juegan un
papel en el mantenimiento de las CP a largo plazo. Incluso las propias CP pueden expresar

APRIL generando un bucle autocrino (54).
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2.2.2. Componentes moleculares
2.2.2.1. Factores solubles

El factor de activacion de células B (BAFF), APRIL, la quimiocina CXCL12 y la
IL-6, han demostrado un papel en el mantenimiento de la supervivencia de las CP en el
nicho medular (55). APRIL se puede sintetizar en forma soluble por células que no estdn
en contacto con las CP, aunque podria acumularse en los nichos mediante su retencién en

el tejido al unirse a proteoglicanos (56). Las citocinas BAFF y APRIL interaccionan con
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sus receptores TACI (Transmembrane activator and CAML interactor) y BCMA (B-cell
maturation antigen) y evitan la activacion de la caspasa 12 proporcionando una segunda
sefnal de supervivencia junto a la sefial proveniente de la activacion de las integrinas y su
via de sefializacion de PI3K, que regula a la baja FoxO1/3a (Forkhead box protein O1/3a)

y reprime la activacion de las caspasas 3y 7 (57).

A su vez, la fibronectina (FN) producida por las células del estroma, un ligando
para la molécula VLA-4 (CD49d) expresada por las CP, y las moléculas CD44 y CD28,
también presentes en la membrana de las CP, desempefian papeles relevantes en la

supervivencia de las CP (58).

Otra caracteristica destacable del microambiente medular es que posee una menor
tension de oxigeno, <10 mm Hg, que convierte a este territorio en un medio hipoxico si
se le compara con otros organos (59). Estudios de transcriptomica han demostrado que
proteinas del secretoma de las células estromales mesenquimales y las condiciones
hipdéxicas juegan un papel significativo en la supervivencia de las CP utilizando
mecanismos que regulan negativamente la sefializacion de mTORC1 (Mammalian target

of rapamycin complex 1) (41).
2.22.2. Moléculas de superficie

Tradicionalmente se ha considerado que, en condiciones fisioldgicas, las CP de
MO se anclan de forma definitiva a su microambiente y que dicho anclaje estd mediado
por moléculas de adhesion. De hecho, se ha establecido una clara relacion entre los
denominados nichos de supervivencia de la MO y la inmunidad humoral de larga duracién
mediada por las CP, en la que factores tanto intrinsecos como extrinsecos participan en
la adquisicién de una memoria inmunoldgica que puede mantenerse durante décadas (60).
Aunque los estudios respecto al repertorio de moléculas de adhesién que intervienen en
la interaccién de las CP normales con los componentes del microambiente medular no
son tan numerosos como los existentes con las CP tumorales del mieloma multiple (MM)
(entre otros motivos porque las CP en una MO sana no suelen superar el 0,5% de la
celularidad total medular), en términos generales se considera que los mecanismos que
confieren a la CP normal de MO su naturaleza sésil son similares a los que justifican que
el MM sea una enfermedad que se asienta en MO, con un componente circulante
anecddtico en la gran mayoria de los pacientes. Numerosos estudios demuestran la

importante contribucion de las moléculas de adhesion en el asentamiento de las CP en el
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microambiente medular, tales como las integrinas 1 VLA-4 (Very Late Antigen-4)
(CD49d), VLA-5 (CD49e), la P2 integrina LFA-1 (Lymphocyte function-associated
antigen 1) (CD11a), o el receptor tipo homing CD44, asi como la molécula de adhesién

ICAM-1 (CD54) (61).

2.2.2.2.1. Las (1 integrinas (CD29): propiedades v clasificacion

Las integrinas son una familia de moléculas de adhesion constituidas por
glicoproteinas heterodiméricas transmembrana tipo I, que funcionan como los principales
receptores de sefializacion para la adhesion celular y la conexién de los entornos intra y
extracelulares. Las integrinas constan de 8 unidades f y 18 subunidades a que se
emparejan de forma no covalente en 24 heterodimeros. Los diferentes heterodimeros se
agrupan en subfamilias cuya denominacién depende de la cadena beta que los conforme,
de manera que, por ejemplo, los heterodimeros que contengan la cadena Bl unida a

algunas de las subunidades o se denominaran 1 integrinas.

La unién de una determinada cadena B a una determinada cadena o dicta: 1) la
especificidad de la integrina resultante por uno (o varios) ligandos concretos; 2) modula
la formacién de complejos de adhesion intracelulares; y 3) regula las etapas posteriores

de las vias de sefalizacion intracelular (downstream signal).

Estructura de las 1 integrinas

Estructura de la cadena 31

La proteina Bl o CD29 es la cadena mas comunmente detectada en los
heterodimeros de integrina, y se ha demostrado que se empareja con una variedad de
cadenas a (ol a a12) para formar 12 tipos de integrinas (62), siendo la cadena 04 (VLA-

4; CD49d), 1a méas ampliamente representada en la serie linfoide.

CD29 es una proteina constituida por 798 aminodcidos con 4 splice variants: B1A,
B1B, B1C y BID. Posee un complejo dominio extracelular N-terminal constituido por 8
dominios: un dominio PSI (para plexinas, semaforinas e integrinas) en el que se inserta
el dominio hibrido, donde a su vez se inserta el dominio BI (63). El dominio citopldsmico
de la integrina B1, que consta de 30 aminodcidos, comparte homologia con motivos NPX
/'Y que son capaces de unirse a proteinas que contienen dominios PTB. Varias proteinas

interactian con la subunidad B1, entre ellas las proteinas talina y kindlina, que son
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especialmente importantes para la activacion de las integrinas desde el interior de la
célula. A su vez, se detecta un motivo HDRK proximal a la membrana que se une a
paxilina, FAK (Focal adhesion kinase) y Fyn (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase

Fyn) (64—66).

El dominio BI contiene motivos Asp-X-Ser-X-Ser de secuencia no contigua
llamado sitio de adhesién dependiente de iones metdlicos (metal ion-dependent adhesion
site, MIDAS), esencial para coordinar la unién del ién metélico Mn** y la posterior unién
del ligando. BI ademas contiene un sitio adyacente a MIDAS (ADMIDAS), que se une a
un ion Ca** inhibidor, y un sitio sinérgico de unién a iones metélicos (SyMBS) que

también se une a Ca’* (67).

Estructura de la cadena o4

La proteina 04 (VLA-4; CD49d) es la cadena a que con mas frecuencia se une a
la cadena B1 en células de linaje linfoide y la que, habitualmente, se expresa mas
intensamente en CP, por lo que serd la cadena a descrita de forma pormenorizada. Es una
proteina de 999 aminodcidos, cuyas secuencias mds conservadas al compararlas con las
otras cadenas o incluyen los residuos de cisteina en las posiciones 19/24, los sitios de
unién de cationes divalentes y la region transmembrana (68). Puede generar

heterodimeros bien con la cadena 1, bien con la cadena 7.

El dominio extracelular de CD49d, consta de cuatro dominios: un dominio
propulsor B de siete hélices, seguido por un dominio thigh y dos dominos calf (calfl y
calf2). Los sitios de unién a Ca** se encuentran entre las hélices 4 a 7 del propulsor B

(69).

La region transmembrana estd constituida por 23 aminodcidos con una homologia

del 26-39% respecto a la de las otras cadenas a.

Los dominios citoplasmaticos de las cadenas o son muy divergentes y solo
comparten la secuencia GFFKR o incluso la secuencia central GFFXR en la regién
proxima a la membrana (70). El dominio citoplasmico de o4 contiene sitios
potencialmente fosforilables agrupados en la region central de unién a paxilina, y un

adaptador del citoesqueleto que puede unirse a talina (71, 72).
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La integrina 04p1 (VLA-4 / B1: CD49d / CD29): ligandos vy distribucion

La integrina VLA-4, el dimero constituido por las cadenas 04 y B1, es capaz de
reconocer diferentes ligandos: a) actia como receptor de la molécula de adhesién
vascular-1 (VCAM-1; CD106) y por tanto es una pieza clave en el anclaje, el rodamiento,

la adhesion firme y la migracion transendotelial de leucocitos a los tejidos inflamados;
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b) es receptor para la fibronectina, una glicoproteina secretada por multiples tipos
celulares y que estd presente en la MEC (73-75) y c) otros ligandos para VLA-4 son la
osteopontina (76), ADAM7 (ADAM Metallopeptidase Domain 7) y ADAM28 (ADAM
Metallopeptidase Domain 28) (una desintegrina y metaloproteasa) (77), el receptor de
LPS CD14 (78) y el antigeno luterano del grupo sanguineo / molécula de adhesion de
células basales (BCAM) (79).

El sitio de unién al ligando en muchos tipos de integrinas se establece en una
region de interseccion del promotor f de la cadena a y el dominio BI de la cadena 1,
siendo la cadena a fundamental para determinar la especificidad del ligando. 041 (y
también 04p7 y a9p1) reconocen un motivo acido en sus ligandos, denominado "LDV",
que estd relacionado funcionalmente con el motivo RGD (Arginina / Glicina / Aspartico).
La fibronectina contiene el motivo LDV prototipico en su region del segmento de
conexion de tipo III, pero otros ligandos (tales como VCAM-1 y MAdCAM-1 - Mucosal

vascular addressin cell adhesion molecule 1-) emplean secuencias relacionadas (80, 81).

Activacion de las integrinas

Estados y mecanismos de activacion de las integrinas

Las integrinas permanecen en equilibrio entre tres estados: plegado/cerrado
(bent/closed) de baja afinidad por los ligandos, el estado extendido/cerrado
(extended/closed) de afinidad intermedia y el estado extendido/abierto (extended/open)
de alta afinidad. Si la integrina se encuentra en el estado extendido/abierto, se considera
que la integrina estd activada. En los cultivos celulares y en un buen nimero de
condiciones fisioldgicas, la mayoria de los diferentes tipos de integrinas se encuentran en
el estado plegado/cerrado, ya que esta forma es favorable desde un punto de vista

energético y se recicla mas rapidamente que la forma activa (82).

Las integrinas pueden activarse mediante dos tipos de mecanismos: a) la unién
de ligandos extracelulares a ectodominios de la integrina, conocida como activacién 'de
afuera hacia adentro' (outside-in) y b) mediante la unién de la cabeza de la proteina talina
(un dominio FERM atipico con dominios FO, F1, F2 y F3 a las colas de la B-integrina y
los fosfolipidos 4cidos de la membrana, conocida como activacion "de adentro hacia

afuera" (inside-out) (83).
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Los cationes divalentes juegan un papel esencial para el funcionamiento de las
integrinas con implicaciones en su estabilizacién estructural, en la mediacién de su
interaccién con el ligando y en la modulacion estimuladora o inhibitoria de la unién
integrina-ligando. En condiciones fisiolégicas, es decir, en presencia de 1 mM de Ca*"y
1 mM de Mg?*, las integrinas se encuentran en estado de reposo. Si es eliminado el Ca**,
el Mg** restante logra inducir la unién del ligando. Adicionalmente, el Ca’** en
concentraciones de micromolar puede ser sinérgico con una concentracion subdptima de
Mg?* activando ain mds a las integrinas. De modo experimental, por encima de las
concentraciones fisiolégicas, el Mg?* es capaz de llevar a las integrinas a conformaciones
de alta afinidad (detectadas por AcMo especiales dependientes de la activacién) y
activarlas notablemente, incluso con la presencia de Ca”* milimolar. La unién integrina-
ligando puede ser completamente suprimida al agregar EDTA, al actuar eliminado los
cationes divalentes (84). Anticuerpos monoclonales dependientes de activacion como
HUTS-4, HUTS-7 y HUTS-21 reconocen epitopos en una regién reguladora de la
subunidad B1 expresada especificamente cuando el Mn?* induce las conformaciones de
activacion funcional de unién al ligando, proceso que se ve reflejado en una potente

adhesion celular mediada por la integrina 1 al colageno, laminina y fibronectina (85).

La activacion fisiolégica de la integrina requiere que las sefiales intracelulares
interrumpan las interacciones de los dominios transmembrana (TMD) de las cadenas o y
B de la integrina. Se ha verificado que la unién de la talina al dominio citopldsmico de la
integrina  es un Ultimo paso comun en la activacion, ya que la unién de la talina

interrumpe la asociacion TMD (86).

Proteinas asociadas a la activacidn de las integrinas: talina v kindlina

La talina, una proteina citoplasmica de 270 kDa, posee un dominio FERM N-
terminal de 50 kDa (dominio de cabeza de talina o THD) que contiene un sitio de unién
de alta afinidad para las colas de la cadena 3 de la integrina y un dominio de barra de 220
kDa que contiene multiples sitios de unién para actina y vinculina (87). El THD (Head
domain) se divide en subdominios FO, F1, F2 y F3 (88). El subdominio F3 contiene el
principal sitio de unidn a la cola de la integrina f (89, 90) y a la FAK (91), una tirosina
quinasa que se fosforila en respuesta al ligamiento de la integrina, asi como al factor de
intercambio Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) TIAM1 (T-cell lymphoma

invasion and metastasis-inducing protein 1) (92).
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La talina induce un reordenamiento alostérico en las integrinas tras su unién a dos
sitios en la cola de la cadena [ de la integrina. Tal reordenamiento provoca un
movimiento, posiblemente de inclinacién, movimiento de pistén o lateral, en el dominio
transmembrana y citoplasmico de la integrina B que interrumpe las interacciones.
Ademds, el dominio THD de la talina que contiene residuos cargados positivamente
también se une a fosfolipidos de membrana cargados negativamente. El cambio en el
dngulo de inclinacion desestabiliza las interacciones de TMD a- y cambia el equilibrio

hacia una conformacién de integrina activada (93).

Del mismo modo, existe evidencia de que la activacion de afuera hacia adentro
tras la unién del ligando estabiliza un conférmero de integrina extendido, lo que
nuevamente conduce a una separacién prolongada de las ramas receptoras de las

subunidades a y B, las regiones transmembrana y los dominios citoplasmaticos (94).

La talina se recluta en la membrana plasmatica mediante sefiales intracelulares
como Rapl y RIAM (molécula adaptadora que interactia con Rapl). Rapl es un
activador fisioldgico de las integrinas con un papel regulador importante en una variedad

de funciones celulares dependientes de las integrinas.

Las kindlinas son otra familia de proteinas que se unen a las integrinas, regulando
su funcion. Existen tres tipos de kindlina en mamiferos: kindlina 1, 2 y 3. La
desactivacion de las kindlinas 1 y 2 inhibe la activacion de la integrina 1, resultando en
una union celular defectuosa. Se requiere una interaccion directa entre kindlina e integrina
para la activacion médxima de la integrina. Kindlina se une al motivo NPxY distal de la
membrana mientras que la talina se une al motivo NPxY proximal de la membrana. De
forma similar a la talina, la kindlina se une a la integrina a través de su subdominio F3
(95). En concreto, la kindlina juega un papel importante en el mantenimiento de una
conformacion adecuada de la 04P1 en reposo para mediar una adhesion celular firme

(96).

Senalizacion mediada por integrinas

Integrinas v adhesiones focales

Las colas citoplasmaticas de las cadenas a y B de la integrina carecen per se de
actividad enzimdtica o de unién a la actina del citoesqueleto. En su lugar, actian como

un centro para el ensamblaje de proteinas adaptadoras. Una vez reclutadas en las colas de
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las integrinas, las proteinas adaptadoras forman estructuras que se denominan
colectivamente adhesiones focales (FA) que son responsables de facilitar la sefializacion

y las propiedades mecénicas de las integrinas.

El andlisis de la secuencia de colas de la f-integrina ha revelado sitios de unién
preferentes para proteinas adaptadoras. El primero de estos puntos es un motivo HDRK
proximal a la membrana, que se ha demostrado que se une a paxilina, FAK y Fyn (64,

66).

Modificaciones post-traduccionales de las integrinas

N- y O-glicosilacién

El nimero y la distribucion de los sitios de N-glicosilacion en las subunidades de
las integrinas (tanto en las 18 cadenas o como en las 8 cadenas ) es muy variable, una
caracteristica que contribuye a la diversidad estructural y funcional de las integrinas (97).
De hecho, la pérdida o la ganancia de sitios de N-glicosilacion tiene implicaciones tanto
en la expresion de las integrinas como en su capacidad adhesiva y en la migracion (98—

101).

La N -glicosilacion de un dominio similar al dominio BI de la subunidad B1 es
esencial tanto para la formacion de heterodimeros como para la funcién biolégica de la
subunidad (99). Se ha identificado un N-glicano nico en el dominio BI de la subunidad
B1 que regula negativamente la activacion de a5B1.la pérdida del N-glicano en el bucle
B1 B6-a7 facilita la activacion de la integrina a5B1, lo que indica una regulacion negativa

por parte de este N-glicano tnico de la subunidad B1 (102).

En cuanto a la O-glicosilacién, se ha demostrado en la linea celular HBL-8
(derivada de células procedentes del linfoma de Burkitt) que la adhesién a fibronectina
mediada por VLA-4 aumenta con el tratamiento de agentes inhibidores de la O-

glicosilacién (103).

Fosforilacién v Metilacion

La fosforilacion en serinas o treoninas de las colas de integrina por la accion de
quinasa como ERK2 (extracellular signal-regulated kinase), AKT o isoformas de
proteina quinasa C y PDKI1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1), puede regular la
unién de proteinas adaptadoras (104—110).
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Igualmente, se ha demostrado que los niveles de expresion de las cadenas o de las
integrinas puede ser dependiente de su grado de metilacion. Asi ha sido demostrado con
CD49d, donde los niveles de metilacion se correlacionan inversamente con la expresion

de la integrina en pacientes con LLC (Leucemia Linfocitica Crénica) ( (111).

2.2.2.2.2. Tetraspaninas

Las tetraspaninas (TSPAN) conforman una familia de proteinas caracterizadas por
poseer cuatro dominios transmembrana implicados en la regulacién de la transduccién de
seflales y, por tanto, en una amplia variedad de procesos celulares. Poseen una funcién
organizadora, sirviendo de andamiaje molecular a proteinas de adhesion y moléculas de
sefalizacion y adaptadoras, en una red de microdominios altamente organizados. En
humanos se han identificado 33 tetraspaninas diferentes (112), algunas expresadas de
manera ubicua y otras especificas de células o tejido (113). Participan en multitud de
procesos fisioldgicos como la adhesion celular, la proliferacion, la migracion, etc (114),
pero también en procesos patolégicos como trombosis, progresion tumoral o metastasis.
Del mismo modo, intervienen en las interacciones virus-huésped (115) mediando tanto la
entrada de un virus como el SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) como su liberacion (116). Comparten una estructura comin compuesta
por cuatro dominios transmembrana (TMS 1 a 4) que forman 2 bucles extracelulares, uno
pequeio entre TMS 1y 2 (SEL, small extracellular loop) y otro grande entre TMS 3 y
TMS 4 (LEL, large extracellular loop), y un bucle intracelular (SIL, small intracellular
loop) muy corto, entre TMS 2y 3 (117).

La caracterizacion del LEL de la TSPAN-28 o CD81 muestra la presencia de
cuatro cisteinas conservadas que promueven la formacion de puentes disulfuro. Estos
estudios también demostraron que LEL consta de un dominio conservado formado por
un haz de tres hélices y otro variable, que es exclusivo de cada TSPAN y explica la
especificidad de las interacciones entre las tetraspaninas con las proteinas con las que
interaccionan (118). Se ha determinado que los cuatro dominios transmembrana crean un
bolsillo de unién al colesterol que puede adoptar una conformacion abierta o cerrada
dependiendo de si el colesterol estd unido o no y que parece modular la actividad de CD81

en las células (119).
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Figura 3. A) Organizacion y estructura de las tetraspaninas; B) Forma abierta y cerrada (adaptado de
Reppert, N. (2022) A conserved sequence in the small intracellular loop of tetraspanins forms an M-shaped
inter-helix turn y de Christina M Termini, Jennifer M Gillette (2017) Tetraspanins Function as Regulators
of Cellular Signaling.

La caracterizacién del LEL de la TSPAN-28 o CD81 muestra la presencia de
cuatro cisteinas conservadas que promueven la formacién de puentes disulfuro. Estos
estudios también demostraron que LEL consta de un dominio conservado formado por
un haz de tres hélices y otro variable, que es exclusivo de cada TSPAN y explica la
especificidad de las interacciones entre las tetraspaninas con las proteinas con las que
interaccionan (118). Se ha determinado que los cuatro dominios transmembrana crean un
bolsillo de unién al colesterol que puede adoptar una conformacion abierta o cerrada
dependiendo de si el colesterol esta unido o no y que parece modular la actividad de CD81

en las células (119).

Las TSPAN son conocidas como "organizadores maestros" de la membrana
plasmética, formando complejos proteicos funcionales de orden superior llamados
"microdominios enriquecidos en tetraspanina (fetraspanin-enriched microdomains;
TEM) a través de interacciones con las moléculas acompafiantes de union y otras TSPAN

(120).

La red de interacciones puede ser clasificada en varios niveles: (1) interacciones
intramoleculares que mantienen la estructura de la tetraspanina, (2) interacciones

tetraspanina-tetraspanina que fomentan la formacién de redes, (3) interacciones
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tetraspanina con otra proteina y (4) interacciones de la tetraspanina citosélica que regulan
la sefalizacion intracelular (121). La TSPAN tienden a establecer relaciones homotipicas
de tipo covalente mientras que las interacciones tetraspanina-tetraspanina heterotipicas
son relativamente débiles. En los linfocitos B, los dominios generados por CDS81 se
encuentran mas cerca de moléculas MHC (Major histocompatibility complex) clase 1l y

CD19 que de otras tetraspaninas (122).

Debido a que las TSPAN interaccionan con moléculas de sefalizacion, se
considera que también ejercen una funcidn reguladora de la sefializacion celular. Cabe
destacar las interacciones que establecen con las integrinas, tanto de forma directa como
indirecta, participando en la modulacion de la propagacion de sefiales e implicando en
este proceso a las moléculas de las adhesiones focales (123). Otra interaccion destacable
se establece entre las TSPAN y la FAK, una tirosina quinasa que regula multiples vias de
sefnalizacion celular. Se ha demostrado que varias de las TSPAN interactian con la FAK
sirviendo no solo de andamiaje sino también como reguladoras de su activacion (124).
De este modo, pérdidas de la expresion de CD9 o de CDS51 se traducen en una

disminucién de la fosforilaciéon de FAK (125, 126).

Tetraspanina CD9

Estructura e interacciones con proteinas

La molécula CD9 o Tspan-29 es un miembro de la familia de las tetraspaninas de
21-24 kDa que, a diferencia de las demds integrantes de la familia, posee un Gnico sitio
de N-glicosilacion. Estructuralmente es similar a un cono invertido, lo que genera una
curvatura de la membrana en las capas lipidicas, lo que le permite situarse en las regiones
de alta curvatura de membrana (microdominios) con implicaciones en la remodelacion de
la misma (127). Se asocia fisicamente a la molécula EWI-2, una proteina de superficie de
la superfamilia de las Igs que a su vez puede asociarse con integrinas, proteasas, factores
de crecimiento e indirectamente al citoesqueleto a través de proteinas ERM (Ezrin,
Radixin y Moesin) (128, 129). También puede interactuar con la metaloproteasa CD10,
regulando su distribucién en la membrana citopldsmica o favoreciendo su liberacion a
través de exosomas (130). Se ha determinado experimentalmente que buena parte de su
funcionalidad reside en su extremo C-terminal (131). A su vez, se han descrito diferentes
conformaciones de la molécula CD9 que pueden ser detectadas mediante anticuerpos

monoclonales especificos para dichos epitopos conformacionales. En concreto, CD9
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expresa un epitopo funcionalmente relevante solo tras su interaccion con la integrina 1

activada, y mas en concreto con la forma activa de la integrina a6p1(132).
Expresion de CD9 en linfocitos B normales y tumorales y en otras poblaciones celulares

La molécula CD9 se expresa en LB, linfocitos T CD4+ y CD8+, células NK,
granulocitos, monocitos, macréfagos, células dendriticas, plaquetas y células
endoteliales. Media diversos procesos de la biologia celular como motilidad,
proliferacidn, diferenciacion, fusién, adhesion y biogénesis de exosomas, y por tanto, en
los mecanismos que llevan a la fusién de espermatozoides y 6vulos, el crecimiento de
las neuritas, la formacién de microtibulos, infecciones virales, génesis tumoral y

metastasis (133-135).

Respecto a las células B normales, la molécula CD9 se expresa en una
subpoblacion de células del CG que estdan funcionalmente mds diferenciadas y cercanas
ala CP, lo que se evidencia por presentar niveles més altos del factor Blimp-1 y mds bajos
de Bcl-6 y Pax-5 respecto a los LB CD9 negativos. De hecho, las células B CD9+ del CG
se diferencian in vitro més rdpidamente hacia plasmablastos que las células B CD9- en
medios con citocinas que inducen generacion de CP (136). También se ha descrito que
las células B CD9+ poseen un perfil de células B reguladoras secretoras de IL-10,
seflaladas como marcador de supervivencia a largo plazo en pacientes sometidos a
trasplante de pulmén (137). De hecho, esta capacidad reguladora de las células B CD9+
se manifiesta induciendo la apoptosis de células T efectoras (CD3+, CD4+, CD25-)

mediante un mecanismo dependiente de IL-10 (138).

Respecto a los linfocitos B tumorales, en linfomas B se ha demostrado que las
células B CD9- proliferan mas rapidamente que las células CD9+, debido a su mayor
resistencia a la apoptosis; que dependen menos de las FDC para su supervivencia y
crecimiento y que la inactivacién del CD9 por cambios epigenéticos puede estar
implicada en los mecanismos que conducen a la transformacion del linfoma (139). En el
linfoma folicular, la molécula CD9 suele expresarse en menor cuantia que los tejidos
normales. A su vez la expresion baja de CD9 se asocia con estadiajes altos segin la
clasificacion de Ann-Arbor, demostrando que su expresion es un factor favorable para la
supervivencia libre de progresion (140). Por el contrario, en la leucemia linfoblastica
aguda con cromosoma Filadelfia positivo (LLA Ph+), la expresion de CD9 se considera

de prondstico desfavorable, dada su asociacién con un mayor riesgo de recaida y de
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enfermedad refractaria. En lineas celulares de LLA, la eliminacién CD9 suprimié la

proliferacion celular y promovi6 la apoptosis (141).

22.2.23.

Otras moléculas de adhesion

Otras proteinas de superficie que se expresan habitualmente en las CP manifiestan

una notable capacidad adhesiva, entre las que se encuentran:

a)

b)

22.224.

la glicoproteina CD44, un receptor para el 4cido hialurénico (142), un
componente ubicuo de la MEC, y en menor medida para el condroitin sulfato,
la osteoponina, la serglicina, el colageno y la FN (143-146). A CD44 se le ha
descrito una forma estindar (CD44s) y otras formas variantes (CD44v),
desempefiando un papel importante en la adhesion, migracion e invasion de
las células tumorales. Se ha demostrado que CD44 no solo une sino que
también degrada el 4cido hialurénico, lo que confiere a las células que lo
sobreexpresan un gran potencial invasivo (147). Ademads, actia como anclaje
a ciertas metaloproteasas (MMP9), favoreciendo la diseminacion celular
(148). A se vez, se considera que el patron de expresion de las diferentes
isoformas de CD44 puede ayudar a distinguir las CP de los individuos
normales y de la de los pacientes con MM en diferentes etapas de la
enfermedad (149, 150).

La molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM1) o CD54 pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas y es el ligando para las integrinas 2
LFA-1 (CDI11a) y Mac-1 (Macrophage-1 antigen) (CD11b), importantes en
la interaccién de los linfocitos con el endotelio (151). A su vez realiza una
funcién coestimuladora al ayudar en la activacion de los linfocitos T (152). Su
expresion puede ser modulada por citocinas proinflamatorias como TNFa,
IL1PB e IFNy (153). Aunque no puede ser utilizada para distinguir entre CP
normales y tumorales (154), si que parece ser una diana potencial en
inmunoterapia contra las células de MM (155, 156) y un biomarcador de dafio
endotelial durante los tratamientos quimioterdpicos al ser determinado en su

forma soluble (157).

Otras moléculas

Las CP expresan moléculas que, aunque no estdn encuadradas en los grupos de

proteinas consideradas como moléculas de adhesion cldsicas, si que intervienen en
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procesos de adhesion celular. CD138, o sindecan-1, es una proteina de 30.5 KDa, primer
miembro descrito de la familia sindecan de proteoglicanos transmembrana de tipo I,
compuesto por una proteina central glicosilada con fracciones de condroitina y sulfato de
hepardn. Como los demds miembros de la familia, tienen un solo dominio transmembrana
que incluye un motivo gly-xxx-gly (158) al que se le ha propuesto funciones de
modulacién de la sefializacién intracelular (159). Se expresa fundamentalmente en células
epiteliales, pero estd presente en otros tipos de células como CP, células hematopoyéticas
de MO y células del estroma. Estd implicada en varios procesos como cicatrizacién de
heridas, adhesion celular o endocitosis. Tiene la capacidad de traslocarse al nicleo celular
y de regular la supervivencia de las CP (160). Puede unirse a diversos componentes de la
MEC y también a integrinas, factores de crecimiento, citoquinas y quimiocinas (161). En
modelos murinos se ha encontrado que las poblaciones de CP tumorales con alta
expresion de CD138 presentaban un mayor indice proliferativo in vivo y que la presencia
de esta molécula regula la localizacién y la supervivencia en el nicho medular, lo que la

convierte en una potencial diana terapéutica (162, 163).

La proteina CD38, también llamada hidrolasa de ADP-ribosa ciclica, es una
glicoproteina transmembrana tipo II de 46 kDa con una corta cola citopldsmica N-
terminal y un largo dominio extracelular de 256 aminodcidos con actividad enzimatica
extracelular tanto de ADP-ribosil ciclasa como de cADPR hidrolasa que generan
metabolitos inductores de la movilizacién del calcio intracelular (164). CD38 interviene
también en la adhesion celular mediada por receptores como la molécula CD31, y en la
transduccion de sefiales al regular los niveles citoplasmaticos de NAD (165). CD38 se
expresa de forma ubicua en la MO: su expresion es muy alta en CP, mientras que se
expresa abundantemente en precursores B, células NK y serie monocitica y de forma baja
a intermedia en las series linfoide y mieloide (166). Dada su elevada expresion en CP, el
antigeno CD38 se ha convertido en una diana farmacoldgica muy importante en el
abordaje terapéutico del MM gracias al uso de anticuerpos monoclonales tales como el

Daratumumab (167).

La molécula CD19 es una glicoproteina transmembrana de 95 kDa perteneciente
a la familia de las inmunoglobulinas. Posee un solo dominio transmembrana, dos
dominios extracelulares similares a los descritos en la Ig y un dominio citoplasmético de
242 aminodcidos altamente conservado con multiples residuos de tirosina, tres de ellos

de gran importancia dada su asociacién a quinasas de sefializacién como PI3K (168, 169).
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Puede formar complejos con la tetraspanina CD81, que le sirve de chaperona via
secretora, permitiendo la expresion en la superficie celular de la forma madura de CD19,
correctamente plegada (170). Tiene funciones reguladoras tanto positivas como negativas
en la sefializacién mediada por BCR: el acoplamiento de CD19 con el BCR aumenta la
liberacion de calcio, promueve la actividad de la proteina quinasa activada por mitégenos
y por tanto la proliferacion celular (171). Se expresa en la préctica totalidad de los
distintos estadios madurativos del linaje B y en las células dendriticas foliculares. Se
expresa en células B normales y patoldgicas (tumoral y autoinmune), en la mayoria de las
CP normales de MO y de otros territorios y es una importante diana en el tratamiento del

linfoma (168).

CD56, también denominada molécula de adhesion de células neurales (NCAM),
es una molécula con tres isoformas principales (NCAM-120, NCAM-140 y NCAM-180)
(172), todas generadas por corte y empalme alternativo de un solo gen, que difieren en la
longitud de su dominio intracelular. El dominio extracelular de CD56 consta de cinco
dominios similares a inmunoglobulina que estdn involucrados en uniones homofilicas,
seguido de dos dominios de fibronectina tipo III (FNIII) implicados en procesos de
sefalizacion (173). También se expresa en células linfoides como las células NK, en
donde se comporta como receptor de reconocimiento de patégenos (174), en linfocitos T
gamma-delta, en linfocitos T CD8 + activados y en células dendriticas, siendo un
marcador de la funcién citotéxica de estas células (175). A su vez, también se expresa en
células estromales mesenquimales de la MO donde parce jugar un papel en el
mantenimiento del nicho medular (174). Puede expresarse de manera aberrante en
leucemias mieloides y en mieloma multiple, con implicaciones pronosticas desfavorables

(176, 177).
3. Neoplasias de células plasmaticas
3.1. Clasificacién y definicién

Por primera vez en varias décadas, la clasificacion unitaria de las neoplasias
hemato-linfoides conseguida por la WHO (World Health Organization) se ha visto

truncada, de manera que en el afio 2022 se ha asistido a una doble clasificacion: la
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patrocinada por la propia WHO vy la clasificacién de la C.A.C. (Clinical Advisory

Committee).

Las neoplasias de CP son entidades incluidas en el apartado de neoplasias
linfoides en la clasificacién de tumores hemato-linfoides de la W.H.O. del afo 2022
(178). Bajo el epigrafe de “Neoplasias de células plasmaticas y otras enfermedades con

paraproteinas”, aparecen las entidades consignadas en la Tabla 1.

En la clasificaciéon de la C.A.C., bajo el epigrafe de neoplasias de células

plasmadticas, aparecen las entidades consignadas en la Tabla 2 (179).

Como puede observarse, las dos clasificaciones difieren fundamentalmente en dos
aspectos: a) el epigrafe de la C.A.C. excluye desde un principio a las enfermedades de
cadenas pesadas, las enfermedades por depdsito etc., mientras que el epigrafe de la WHO
las incluye; y b) la C.A.C. incluye por primera vez en las neoplasias de CP las anomalias
genéticas recurrentes, mientras que la clasificacion de la WHO. atn no las considera.
Ambas coinciden, sin embargo, en no incluir como entidad a la enfermedad extramedular

(EEM), debido muy posiblemente a la heterogeneidad de la misma.

Las caracteristicas distintivas de las neoplasias de células plasmaéticas son:

(1) confirmacién histopatoldgica o por CMF de la presencia y exceso de CP clonales
y (2) produccién y, en la mayoria de los casos, secrecion excesiva de una proteina
monoclonal (pico M) o de cadenas ligeras libres (FLC: free light chains, no

asociadas con cadenas pesadas) en suero y/u orina.

3.2. Mieloma multiple

El MM es una enfermedad heterogénea con afectacion multiorgdnica, de
morbilidad-mortalidad considerable que, a pesar de los avances terapéuticos, ain es
considerada incurable. Representa el 1% de todos los canceres y aproximadamente el
10% de todas las neoplasias malignas hematoldgicas. Su incidencia en Espafa se
encuentra entre 2,5 y 3,5 casos por 100.000 habitantes, y supone el 1,8% de todas las
muertes por cancer (180). La mediana de edad de los pacientes en el momento del

diagnéstico es de 69 afios (181).
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Tabla 1. Clasificacion de neoplasias de células plasmaticas y otras

enfermedades con paraproteinas segiin la WHO, 2022

Gammapatias monoclonales

Enfermedad por aglutininas frias

Gammapatia monoclonal de significado no determinado IgM (MGUS IgM)

Gammapatia monoclonal de significado no determinado no IgM (MGUS no IgM)

Gammapatia monoclonal de significado renal

Enfermedades por depésito de inmunoglobulina monoclonal

Amiloidosis relacionada con inmunoglobulina

Enfermedad por deposicion de inmunoglobulina monoclonal

Enfermedades de cadenas pesadas

Enfermedad de cadena pesada mu

Enfermedad de cadena pesada gamma

Enfermedad de cadena pesada alfa

Neoplasias de células plasmaticas

Plasmocitoma

Mieloma de células plasmaticas

Neoplasias de células plasméticas con sindrome paraneoplédsico asociado

(sindrome de POEMS; sindrome TEMPI; sindrome AESOP).

Tabla 1. Neoplasias de células plasmdticas y otras enfermedades con paraproteinas segiin la
clasificacion de tumores hemato-linfoides de la WHO del aiio 2022

Tabla 2. Clasificacion de neoplasias de células plasmaticas segiin la
clasificacion del C.A.C. 2022

MGUS no IgM

Mieloma miiltiple (MM) (mieloma de células plasmaticas):

Mieloma multiple, NOS

Mieloma multiple con anomalias genéticas recurrentes:

e Mieloma miiltiple con traslocacién de la familia CCND

e Mieloma multiple con traslocacion de la familia MAF

e Mieloma muiltiple con traslocacion de la familia NSD2

e Mieloma multiple con hiperdiploidia

Plasmocitoma oseo solitario

Plasmocitoma extradseo

Tabla 2. Neoplasias de células plasmdticas segiin la clasificacion del C.A.C. del aiio 2022
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El MM se define como el hallazgo de >10% de CP clonales en MO con una
cantidad de proteina monoclonal en suero > 30 g/L y con evidencia de dafio de un 6rgano
diana. Se consideran eventos definitorios la hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia, y
las lesiones 6seas (CRAB). En el caso de que la proteina monoclonal sea > 30 g/L sin
presencia de eventos definitorios, se considera al MM quiescente (MM smoldering). El
MGUS se define por una cantidad de proteina monoclonal sérica <30 g/L, CP clonales en
la médula 6sea <10 % y ausencia de dafio de 6rgano diana (182). Aproximadamente el
3,3% de los casos presentan enfermedad extramedular (EEM) definida por la presencia
(ver mas adelante) de plasmocitomas extradseos, afectacion de otros 6rganos, ademads de
la MO, o por la presencia significativa de CP en SP (leucemia de CP). En un 10%-15%
de los casos, se puede manifestar como amiloidosis de cadena ligera con depdsito visceral

de amiloide (cadenas ligeras mal plegadas) (183).

El diagnéstico por citometria de flujo se basa en la deteccion de CP con fenotipo
aberrante. Muy frecuentemente las CP clonales no expresan CD19 y expresan débilmente
CD27 y/o CD45; en aproximadamente el 75% de los casos, las CP expresan CD56 y en
un porcentaje minoritario de casos expresan aberrantemente CD28 o CD33; a su vez,

puede detectarse expresion asincronica de CD20, CD117 y/o Igs de superficie (184).

3.2.1. Sistema de estadificacion para el MM

La clasificacion por estadiaje es una aproximacion que permite la identificacion
de patrones de supervivencia y la eleccién de las terapias en funcién de la intensidad con

que se manifieste la enfermedad.

Existen 2 sistemas de estadificacion para la valoracion de los pacientes con MM.
El primero se basa en el sistema tradicional de estadificacion internacional (ISS,
International Staging System) de Durie y toma en cuenta factores analiticos como la 32-
microglobulina, la albumina sérica, la LDH y las alteraciones citogenéticas como la

presencia de del(17p) y/o 1a t(4;14) y/o la t(14;16) (185).

Los pacientes con R-ISS en estadio I, Il y III tienen tasas de supervivencia global

a 5 afios del 82%, 62% y 40%, respectivamente (185).

Para la estadificacion de riesgo del MGUS se tienen en cuenta la presencia de 3

factores: a) una relaciéon anormal de cadenas ligeras libres en suero; b) paraproteina del
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tipo IgA o IgM y c) proteina monoclonal sérica >1.5 g/dL. Se considera que el MGUS de
alto riesgo tiene una probabilidad de progresion del 50-60% a los 20 afios, mientras que

es solo del 5% en ausencia de factores de riesgo (178).

3.2.2. Presentaciones infrecuentes del MM

La enfermedad extramedular (EEM) en el MM, también conocido con MM
extramedular, es una presentacion poco habitual del MM y es considerada, de manera
inherente, como una etapa de alto riesgo con mal prondstico donde las CP tumorales
logran sobrevivir en otros territorios, de modo independiente del microambiente de la
MO. Desde un punto de vista temporal, la afectacion extramedular puede darse: a) ya en
el momento inicial del diagndstico (EMM primario), afectando sobre todo a la piel; o b)
a lo largo de la evolucién de la enfermedad (EMM secundario), con o sin recaidas
medulares, en cuyo caso puede afectar a higado, rifiones, ganglios linfdticos, mama,

pleura, pericardio y SNC, entre otras localizaciones.

Los sitios mads comunes de aparicion son piel/musculo (24%), pleura (12%),
ganglios linfaticos (10%), higado (9%) y SNC (6%). Tiene una incidencia de 0,5%-4,8%
en los nuevos diagnoésticos y del 3,4%-14% en las recaidas. Desde el punto de vista
genético, esta forma agresiva de progresion de la enfermedad se asocia con adquisicion
de anomalias cromosdmicas secundarias (como deleciones de cromosomas) o eventos
terminales (translocaciones cromosdmicas secundarias y mutaciones que involucran un
mayor nimero de genes). En la EEM, las CP exhiben frecuentemente mutaciones de p53
y Ras y regulan al alza la expresion de FAK. No se conoce préacticamente nada de los
posibles mecanismos etiopatogénicos implicados en la diseminacion extramedular en el
MM, aunque los candidatos mas plausibles son el aumento de la angiogénesis junto a la
disminucién de la expresion de moléculas de adhesion y otras moléculas involucradas en
el homing (integrinas, CD44, P-selectina, receptores de quimiocinas como CCR1 (C-C
Chemokine Receptor 1), CCR2 (C-C Chemokine Receptor 2), de CXCR4 y su ligando

SDF-1 alfa), asi como el tipo de expresion de las tetraspaninas (186—189).

La leucemia de CP es una forma infrecuente y agresiva de discrasia de CP. Puede
tener una presentacion primaria o secundaria a un MM previamente diagnosticado,
pudiendo ser considerada, por algunos autores, una fase leucémica de la EEM. Para su
diagnostico se requiere la presencia de al menos un 5% de CP circulantes o de un nimero

absoluto de CP que supere al menos la cifra de 2 x 10° /L. El 67% de los pacientes se
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diagnostican en estadio 3 segtn el ISS, que equivale a una entidad con una carga tumoral

alta (190) y se asocia con una supervivencia a los 4 afios del 28% (183).

3.3. Etiopatogenia del MM
3.3.1. Origen del MM Yy alteraciones genéticas mds comunes

Aunque los eventos que conducen a la generacién de las CP tumorales no se
encuentran completamente caracterizados, si que existe evidencia experimental de que su
origen es el centro germinal del ganglio linfitico y que la célula B genéticamente
aberrante migra a la MO, donde anida y prolifera. Se ha propuesto que en la segunda o
tercera décadas de la vida, tras el encuentro con el antigeno en el CG, comienzan a
observarse errores durante la recombinacién de cambio de clase y la hipermutacién
somatica del receptor de células B con la participaciéon de la deaminasa inducida por
activacion (AID: Activation-Induced Deaminase) y de la APOBEC (Apolipoprotein B
mRNA Editing enzyme) (191). Ademas, podria existir una predisposicion en el CG que
aumentaria el riesgo de desarrollar gammapatias monoclonales asociado a varios alelos
de riesgo (192). Desde el punto de vista genético, existen alteraciones comunes a las
diferentes gammapatias, tales como las translocaciones que afectan a oncogenes y a
regiones del gen IgH, la presencia de un cariotipo hiperdiploide y la sobreexpresion de
los oncogenes CCND1 (Cyclin D1), WHSC1 (Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate-1),
MATF (Transcription factor Maf), MAFB (MAF BZIP Transcription Factor B) y CCND3
(Cyclin D3). En MGUS, la alteracion genética mads prevalente es la t(11;14), mientras
que en MM es mds frecuente la alteracion en el nimero de copias de del(1p), amp(1q),
del(13q), del(14q), del(16q), junto a mutaciones de la familia RAS (Rat Sarcoma Virus
GTPase) (193).

La célula B transformada en el CG migra y se aloja en la MO, donde se diferencia
en CP, experimentando entonces una expansion clonal conocida clinicamente como
MGUS que, de manera reglada, precede a la aparicién del MM (194). La interaccién con
los componentes del microambiente medular es crucial para este proceso (o para el
proceso de expansion clonal) ya que por si solo los cambios celulares genéticos y
moleculares intrinsecos de las CP pueden no ser suficientes para iniciar el proceso que

conduce a la acumulacion patoldgica de las CP clonales.

3.3.2. Interacciones de las células de MM con células del estroma y otros tipos celulares
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Las células estromales mesenquimales (CEM) derivadas de MO son células
multipotenciales del estroma de la MO con capacidad para diferenciarse en adipocitos,
osteoblastos, fibroblastos, células endoteliales, pericitos e incluso células neuronales.
Intervienen en el desarrollo 6seo, procesos de remodelacién y reparacion medular e
indirectamente son responsables de la hematopoyesis. Se ha demostrado que las CEM de
pacientes con MM tienen una capacidad de inmunomodulacién alterada que cursa con
expresion anomala de CD40/CD154, VCAM1, ICAM-1, LFA-3, HO-1 (heme oxygenase-
1), HLA-DR y HLA-ABC, sobreproduccién de IL-6 y produccién alterada de IL-10
(195). También poseen mayor capacidad para producir TNF-a, osteopontina, factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF: hepatocyte growth factor) y factor activador de células
B, factor de diferenciacion de crecimiento 15 (GDF15) y B-galactosidasa asociada a la
senescencia. Adicionalmente se han identificado aumentos de la expresion del factor 6
asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF6) (por activaciéon de NF-kB) y
de la proteina XBP1s (X-box binding protein 1). En conjunto, todas estas alteraciones
promueven la proliferacion y supervivencia de las CP de MM (196, 197) habiéndose
descrito también una desregulacion en los genes del CXCL1, CXCLS5, CXCL6y de la IL-
8. Se ha propuesto que las sefiales recibidas por las CP clonales del MM, tanto paracrinas
como mediadas por el contacto con las BMSC, serian el evento originario de las
anomalias descritas (198). Por ultimo, las células del estroma favorecen también la
tumorogénesis mediante la transferencia de factores oncogénicos a las CP de MM
contenidos en los exosomas, incluidos IL-6, ligando 2 de quimiocina (motivo CC)

(CCL1) y FN (199).

Los osteoblastos, células encargadas de la sintesis de la matriz dsea y por tanto
del desarrollo y crecimiento dseo, juegan también un papel en la etiopatogenia del MM
en circuitos de retroalimentacion que disminuyen la diferenciacion de BMSC a
osteoblasto, con reduccién en el nimero y funcién de los mismos y la consiguiente
reabsorcion Osea. La reabsorcion Osea, esencial en la patogenia del MM, estd mediada
por: a) una regulacion a la baja de Runx2 (Runt Related Transcription Factor 2) en las
BMSC vy en los progenitores de osteoblastos; b) un aumento de la producciéon de
inhibidores de la via WNT (Wingless e Int proteins), incluido el inhibidor 1 de la via de
sefalizacion WNT de Dickkopf (DKK1); ¢) secrecion de factores antiosteoblasticos como

TGF-B (Transforming growth factor beta ) y el factor de crecimiento de hepatocitos; y d)
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activacion constitutiva de la via NOTCH (Neurogenic locus notch homolog protein)

(200).

Los osteoclastos, células derivadas de células precursoras monociticas que median
la resorcion de la matriz dsea, estdn sujetos al efecto de distintos factores producidos por
las CP de MM que desregulan las vias que mantienen el equilibrio entre la remodelacioén
y la resorcién 6seas por regulacion positiva en RANK-L (Receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand) y negativa del receptor sefiuelo RANK. A su vez, los osteoclastos

pueden reactivar las células latentes de MM por remodelacion del nicho enddstico (201).

Los adipocitos de MO también estdn implicados en el mantenimiento de las CP
de MM, ya que influyen en su metabolismo al comportarse como reservorios de energia
y como células secretoras de adipocinas y factores de crecimiento. Ademads, son capaces
de regular la remodelacion 6sea mediante la produccion de RANK-L. Finalmente, los
adipocitos manifiestan cierta capacidad quimiotéctica respecto a las CP de MM, ya que
producen MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1)/CCL2 (C-C chemokine ligand 2
y SDF1a/CXCL12 (202).

Las células endoteliales de 1la MO no solamente expresan proteinas de adhesion
que permiten la entrada de células de MM a los lechos vasculares a través de los capilares,
sino que también producen y liberan IL-6 que aumenta la produccién de VEGF en las
células mononucleares y en las células tumorales, promoviendo, mediante
retroalimentacion positiva, la vascularizacion del hueso infiltrado por las células de MM
(203). Varios estudios demuestran que CD9 se encuentra implicada en la fisiopatologia
del MM. A su vez, se ha observado que las CP de MM que estdn en estrecho contacto
fisico con las células endoteliales poseen una mayor expresion de CD9, lo que sugiere

que podria intervenir en el alojamiento en la MO (204).

Las células del sistema inmune del microambiente de la MO también influyen en
la evolucién y progresion de la enfermedad. Inicialmente, son capaces de contener a las
CP clonales en etapas premalignas, hasta que las células tumorales logran el escape
inmunoldgico por procesos de inmunoedicion y seleccion darwiniana de los clones
resistentes que han acumulado alteraciones genéticas. Se ha documentado que la
infiltraciéon por macréfagos M2 de la MO se asocia con una enfermedad mas agresiva,
una menor supervivencia del paciente y una peor respuesta al tratamiento, hasta el punto

que la infiltracién por macréfagos M2 es un biomarcador predictivo potencial para la
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resistencia del MM a la terapia con Bortezomib. Las CD de la MO de los pacientes con
MM son funcionalmente defectuosas debido a una menor expresiéon de moléculas HLA-
DR, CD40, CD80 y CD86, una presentacion deficiente de antigeno y, por tanto, una débil
estimulacion de la proliferacion de células T. También se han descrito defectos en la
distribucién y la funcién de las células T, con disminucién numérica de células T CD8+
y CD4+, relacion anormal Th1/Th2 y alteracidon de la respuesta T con expresion reducida
de marcadores de activaciéon como CD25, CD28 y CD54, defectos de la citotoxicidad,
proliferacién, produccién de citocinas y alteraciéon en la actividad de factores de
transcripciéon como T-bet o en la expresion de PD-1 (Programmed death 1), CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) o TIGIT (T cell immunoglobulin and ITIM domain).
Las células NK regulan a la baja o bloquean su receptor NKG2D como mecanismo de
evasion de las CP de MM al mantener la expresion de la molécula de HLA y eliminando

la expresion de MICA (MHC class I polypeptide—related sequence A). Adicionalmente,
las CP tumorales pueden activar c€lulas Treg que disminuyen la actividad citotoxica de
las células NK. Por dltimo, las CP de MM pueden atraer LB virgenes al microambiente y
promover su diferenciacion a células Breg, c€lulas capaces de inhibir la capacidad de las

células T CD4+ y CD8+ para eliminar tumores (205).

3.3.3. Interacciones de las células de MM con proteinas de la matriz extracelular

La remodelacion de la MEC contribuye a la patogenia y a la progresion de la
enfermedad en el MM. Células del microambiente tumoral similares a fibroblastos estan
involucradas de manera relevante en la patogénesis del MM ya que remodelan diferentes
tipos de proteinas: proteinas de la MEC, receptores de estas proteinas y enzimas que
modulan a la propia MEC. Este tipo de remodelacion no se observa en las células
fibroblastoides de MO de individuos sanos. Entre estas proteinas se encuentran: laminina
a4, lisil-hidroxilasa 2, prolil 4-hidroxilasa 1, nidogen-2, integrina osPs, receptor de
manosa tipo c2, PAI-1, basigina y MMP-2, ademas del receptor B de PDGF (Platelet-

Derived Growth Factor) y el factor de crecimiento periostina (206).

Por otro lado, un buen numero de proteinas de la MEC, algunas de ellas
mayoritarias (proteoglicanos, coldgeno, FN y laminina), muestran distintos tipos de

alteraciones en pacientes con MM.
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Proteoglicanos de la MEC como el versican (VCAN) se han relacionado con el
desarrollo y progresion tumoral al estar implicado en procesos de adhesion, proliferacion,
migracion y angiogénesis celular, en especial en tumores s6lidos. Recientemente, se ha
demostrado un aumento de la concentracién de VCAN en la MO y en la sangre de
pacientes con MM, regulando el medio inflamatorio observado en el nicho del mieloma
mediante la interaccion de VCAN con el receptor TLR-2/6 expresado en la superficie de
los macréfagos, que conduce a la activacion de la quinasa del locus 2 de progresion
tumoral (Tpl2) (207). Ademads, las CP de MM disminuyen la secrecién de decorina, un
proteoglicano rico en leucina, inducida por los osteoblastos cuyo efecto estd mediado por
CCL3 (C-C Chemokine Ligand 3) lo que se traduce en niveles bajos de decorina en

pacientes con MM respecto a controles sanos (208).

Glucosaminoglicanos como el hialuronato se acumulan en el microambiente con
efectos favorecedores para la angiogénesis, la invasion y las metéstasis tumorales. En
MM se ha demostrado una expresion elevada del receptor de motilidad mediado por
hialuronato, lo que se asocia con un mal prondstico. La expresiéon de una variante de
empalme natural que carece del exén 4 (-ex6n 4) se correlaciona con la progresion de la
enfermedad (209). A la heparanasa, una endo-B-D-glucuronidasa capaz de escindir las
cadenas laterales de sulfato de hepardn (HS) produciendo fragmentos de HS de tamafo
apreciable, se le ha relacionado con un aumento de la diseminaciéon celular como
consecuencia de la escision del HS y la remodelacion de la matriz extracelular y la
membrana basal que subyace a las células epiteliales y endoteliales. En el plasma de MO
de pacientes con mieloma se detecta una actividad enzimdtica aumentada de la
heparanasa, lo que se ha asociado a un aumento tanto de la densidad de la

microvasculatura como de la expresion de CD138 (210, 211)

LAMBI1 (Laminin Subunit Beta 1), una de las 3 cadenas que constituyen la
laminina 1, se ha identificado como un biomarcador potente en relacion a la capacidad de
adhesion de las células de MM. La baja expresion de LAMBI en pacientes con MM se
asoci6 de forma significativa a una concentracion elevada de f2-microglobulina y a un

R-ISS (Revised International Staging System) de alto riesgo (212).

El coldgeno y sus fragmentos bioactivos, llamados matriquinas, son marcadores
del recambio 6seo, y por lo tanto pueden ser utilizados como biomarcadores de la

enfermedad. Ademds, tienen efectos inmunomoduladores via LAIR-1 (Leukocyte-
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associated immunoglobulin-like receptor 1), quimiotacticos tras su unidén a receptores

CXC, y moduladores de la produccién de IL-1B (213, 214)

Glicoproteinas como la vitronectina y la FN se encuentran aumentadas en
pacientes con MM como reflejo del proceso de resorcién 6sea. En concreto, la unién de
los exosomas a las CP de MM mediada por FN activa la sefalizacién de p38 y pERK y
la expresion de los genes diana DKK1 y MMP-9, dos moléculas que promueven la
progresion del mieloma (215). Otra proteina de la MEC como la reelina se asocia con mal
prondstico del mieloma, ya que promueve la proliferacion de células de MM tanto in vitro
como in vivo por activacion de las vias FAK/Syk/Akt/mTOR y STAT3 (216). La
osteonectina, también denominada SPARC (Secreted protein acidic rich in cystein), es
una proteina que participa en la génesis, invasion, metdstasis y angiogénesis de tumores.
Se ha demostrado que los niveles séricos de SPARC estan aumentados en pacientes con
MM, y que aquellos pacientes con una supervivencia menor eran los que mostraban los
mas altos niveles de esta proteina. De igual forma, en la linea de MM U266, vectores que
interfieren en la expresion de SPARC disminuyeron la capacidad de proliferacion,

migracion e invasion de estas células (217).

La osteopontina, una glicoproteina fosforilada, se identificé originalmente como
una forma secretada en el hueso y luego se descubrié como una proteina intracelular. Es
producida por los osteoclastos y las CP de MM y también ha demostrado estimular la
angiogénesis en el MM. Se ha evidenciado que cuando se depleciona del medio o cuando
se usan anticuerpos anti-osteopontina, se bloquea la angiogénesis. Ademads, hay un
aumento significativo de la angiogénesis de la MO en pacientes con CP productoras de

osteopontina en comparacion con los no productoras (218, 219).

3.3.4. Redes de citoquinas, quimioquinas y otros factores solubles y sus receptores

Otro componente importante del nicho medular que contribuye de manera
relevante a la fisiopatologia del MM es el componente soluble constituido por citocinas,
quimioquinas y otros factores solubles tales como los factores de crecimiento, asi como
sus respectivos receptores. Estas moléculas generan bucles autocrinos y paracrinos que
se retroalimentan en colaboracién con los mecanismos de adhesion célula-célula, que
también activan cascadas de sefalizacion intracelulares. Dicha interaccion redundante
puede inducir vias de sefializacién como Ras/Raf/MEK/MAPK, la via PI3K/Akt, la via
JAK (Janus kinase)/Stat3, la via NFxB , y Wnt, responsables de la supervivencia por
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inhibicién de la apoptosis, la proliferacion y la migracion de las CP de MM (220). Hasta
el momento, se ha demostrado un aumento en los niveles de factores solubles tales como
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la IL-6, TNF-o (Tumor necrosis
factor), BAFF y RANKL, asi como niveles plasméticos mds bajos de VEGF y BAFF en
el suero medular en comparacién con los detectados en el suero de sangre periférica en
pacientes con MM. Ademads, se han observado diferencias entre los niveles de IL-6 de

pacientes fallecidos respecto a supervivientes (221).

En el MM se ha propuesto la existencia de un balance alterado entre los
componentes inflamatorios y antiinflamatorios del microambiente del nicho medular,
donde las citocinas proinflamatorias confieren a las células del estroma caracteristicas de
células estromales inflamatorias (CEi1). Las CEi son el resultado de la activacion, mediada
por NF-kB, de las células estromales normales, posiblemente mediada por la accién de
TNFa o IL-1B, citocinas aumentadas en pacientes con MM (222). En este sentido, se ha
demostrado que las células del estroma de MO responden a niveles bajos de IL-1
sintetizando grandes cantidades de IL-6, probablemente la citoquina mds importante en
la fisiopatologia de la enfermedad. De hecho, el aumento de IL-6 en el microambiente de
la MO de pacientes con MM se ha relacionado con la ostedlisis que promueve la
osteoclastogénesis a través de la activacion del eje JAK2/STAT3, dando como resultado
una regulacion al alza de las moléculas RANKL. A su vez, los elevados niveles de IL-6
se han relacionado con la progresion de la enfermedad ya que, por un lado, al activar la
via de IL-6/STAT3 se estimula la angiogénesis mediada por la sintesis inducida de VEGF
y, por otro, estimula las vias Ras, Akt y MAPK (Mitogen-activated protein kinase), que
promueven la supervivencia de las CP de MM*°. Por dltimo, la IL-6 también utiliza la

via Wnt/B-catenina para promover la sefalizacion y el crecimiento celular en el MM.

Junto a la IL-6, se han descrito numerosos factores solubles que interaccionan con
las CP tumorales. Asi la IL-8, que al igual que la IL-6 y APRIL, promueven la resistencia
a la apoptosis, asi como la proliferacion de las células tumorales, la angiogénesis y la

metdstasis del tumor y la enfermedad dsea osteolitica por la via NF-kB.

IGF-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), también por la via JAK/STAT,
promueve la resistencia a la apoptosis y la proliferacion de la CP clonal. VEGF via
Ras/Raf/MEK/Erk (que se encuentra activa en casi la mitad de los MM) mejora la

supervivencia, proliferacion, migracién y angiogénesis (223).
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En modelos animales, el TNFa contribuye a la diseminacion de las CP de MM
mediante la regulacion negativa de CD138, conduciendo por lo tanto a una aumento de

la carga tumoral (224).

Se ha demostrado que BAFF funciona como un factor de supervivencia de las CP
de MM, tanto en lineas celulares como en células primarias, ya que expresan varios
receptores de unién a BAFF, como BCMA y TACI. La unién de BAFF a sus receptores
provoca la activacién de vias candnicas y no candnicas de NF-kB, con la subsiguiente
translocacién nuclear de pS0/p65 y/o p52/RelB y por tanto, conduciendo a la regulacién

positiva de proteinas anti-apoptoticas (225).

Por otro lado, los niveles de IL.-17 se encuentran aumentados en los pacientes con
MM, y hay correlacion de sus niveles con el estadio clinico de la enfermedad. La IL-17
promueve el crecimiento de las CP de MM vy la adhesion a las células de estroma (226,

227).

Los niveles de la quimiocina CXCL12 (también denominada SDF-1) estidn
aumentados en la MO de los pacientes con MM, en especial en dreas especificas de la
MO colonizadas por las CP tumorales. La interacciéon con su receptor, el CXCR4,

promueve la supervivencia, migracion, adhesion y el alojamiento en la MO (228).

El VEGF y HGF son los principales factores solubles responsables de los eventos
angiogénicos asociados a MM. El VEGF actua sobre las vias RAS/RAF/ERK/MAPK
para aumentar la permeabilidad vascular, inducir la migracion de las células endoteliales
y estimular la proliferacion y la supervivencia de las CP de MM. El eje HGF/cMet
(tyrosine-protein kinase Met) estd activo constitutivamente en las células endoteliales de
pacientes con MM, desempenando funciones angiogénicas y de migracion. El efecto
angiogénico de HGF se produce al aumentar la activaciéon de la via VEGF/VEGFR2 y

por regulacion negativa en la sintesis de trombospondina (229).

3.3.5. Proliferacién de las células de MM

La proliferacion de las CP clonales en la mayoria de los pacientes recién
diagnosticados de MGUS o MM no difiere de forma significativa de la observada en las
CP normales, ya que se caracterizan por una baja tasa de proliferacién, que aumenta a
medida que evoluciona la enfermedad. Utilizando la tincién de Ki67 como medida de las

células que han entrado en ciclo celular, se estima que la tasa de proliferacion suele ser
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inferior al 5% en los pacientes con MM, y se considera ligeramente aumentada cuando se
sitda entre el 6% y el 10% de las CP y muy aumentada cuando es superior al 50%. Este
aumento de la tasa de proliferacion se correlaciona con un curso clinico més agresivo de
la enfermedad (230). Por otro lado, las translocaciones cromosémicas y la aneuploidia
bloquean la expresion del gen de la ciclina D, promoviendo la transicién desde la fase
GO0/G1 ala fase S del ciclo celular, transicién que puede acelerarse con la acumulacién
de mutaciones que se suceden a lo largo del tiempo y el consiguiente aumento del indice
proliferativo, contribuyendo asi a la progresion de la enfermedad (200). Esta progresion
es debida, por un lado, a la existencia de alteraciones genéticas de clones preexistentes
que se seleccionan incrementando su proliferacion, y, por el otro, a factores solubles y a
interacciones de las células de MM entre si y con otros componentes celulares del
microambiente medular (231). Factores solubles como la IL-6, IL-17, oncostatina-M
(OSM), factor inhibidor de la leucemia (LIF), IGF1, VEGF, factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) o el TNF-a son secretados fundamentalmente por las células del
estroma, también por los osteoclastos, e inducen la proliferacion de las CP. La ciclofilina-
A, secretada por las células endoteliales, juega un papel importante en la proliferacion de
las células de MM y su ubicacion en el nicho celular. El factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el HGF, la angiopoyetina (Ang)-2, el SDF-1a, la proteina quimiotactica de
monocitos (MCP), el HGS y la proteina morfogenética 6sea (BMP) también se han
asociado a proliferacion y, por lo tanto, a progresion de la enfermedad (232). Por ultimo,
IL-16 estimula la proliferacion celular de las células de MM utilizando la tetraspanina

CD9 como receptor (233).

Las moléculas de adhesion que median el contacto directo entre las CP de MM
con sus homologas o con células accesorias de la MO, promueven la proliferacion (y la
supervivencia; ver mds adelante) de las células malignas. En concreto, la molécula LFA-
1 (CD11a) que estd implicada en la adhesion homotipica CP-CP parece estimular la

proliferacion de las células de MM (234).

En los ultimos afios se ha descrito que los microRNA (miRNA), pequefios ARN
no codificantes compuestos por 18 a 25 nucleétidos que regulan la expresion génica al
interaccionar con el ARNm, también afectan a varios funciones celulares, entre ellas la
proliferacion celular, la migracion y la apoptosis (235). También pueden desempefiar un
papel epigenético regulador en el microambiente tumoral al ser transportados y secretados

por los exosomas. En el MM en concreto, se han encontrado diferencias entre los miRNA
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de los exosomas secretados por las células del estroma del MM respecto a las células del
estroma de controles sanos. Por ejemplo, la formaciéon de miRNA como miR-214-3p o
miR-27b-3p por fibroblastos de MO conduce a la progresion del MM y regula
negativamente la apoptosis de los propios fibroblastos (236). Asimismo, se ha
demostrado que miR-126 regula el gen que codifica para el dominio SET del MM
(MMSET). El MMSET aumenta la proliferacién de las células del MM al estimular la
expresion del oncogén de la mielocitomatosis (c-MYC). Por el contrario, la disminucién
de la expresion de los miR-146a y miR-135b aumenta la expresion de PELI2 y los genes
IRAKI involucrados en la via de sefializacién de IL-1 y, consecuentemente, de la
expresion de IL-6 con efectos en el crecimiento de las células del MM. La disminucién
de la expresion de miR-15a/16 en MM contribuye a la proliferaciéon y supervivencia de

las células malignas con el aumento de la actividad de las vias Notch, c-jun 'y TP53 (237).

Desde un punto de vista clinico es importante conocer el indice de proliferacion
de las CP malignas ya que identifica pacientes de alto riesgo. Sirve como biomarcador
prondstico e identifica a aquellos pacientes con un tiempo de progresion mds corto,
comportadndose como un factor prondstico independiente tanto en relacion a la progresion
como a la supervivencia global de la enfermedad. De este modo, el indice de proliferacion
complementa la estratificacion de riesgo estandar y ayuda a guiar el tratamiento clinico

en los procesos premalignos y sintomaticos (238, 239).

3.3.6. Supervivencia / apoptosis en células de MM

Los factores que posibilitan la proliferacion de las CP de MM coinciden en buena
medida con los que garantizan la supervivencia celular: redes de factores solubles como
citocinas, interacciones a través de moléculas de adhesion y exosomas. Entre los factores
solubles cabe destacar el papel de la IL-6 por poseer un efecto pleiotrépico sobre muchas
de las vias de sefializacion intracelular (240). También es destacable que la
sobreexpresion de BCMA y la activacion por su ligando APRIL favorezcan a la vez el
crecimiento y la supervivencia de las células de MM mediante la induccion de cascadas
de sefalizaciéon mediadas por la proteina quinasa B (AKT), MAPK vy el factor nuclear
NF-«B (241). Adicionalmente, la activacion de CD28 en las CP malignas que lo expresan,
transduce directamente una sefial que favorece la supervivencia y, a su vez, envia sefiales
a las CD al interaccionar con sus ligandos CD80 y CD86, de manera que se estimula tanto

la actividad de la IL-6 como de la enzima inmunosupresora indoleamina 2,3-dioxigenasa
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(IDO) de las CD para promover una mayor supervivencia en el nicho del MM (58). Por
ultimo, se ha descrito recientemente que la expresion de la PIM2 quinasa es requerida
para la supervivencia de las PC al inhibir la actividad de las caspasas, mientras que la
inhibicién de la actividad de esta quinasa y la inhibicién simultinea de MCL1 actuaron

de forma sinérgica en la induccién de la apoptosis de las CP malignas (242).

Ademads del mantenimiento de la proliferacion y supervivencia, las CP de MM
han adoptado mecanismos que les permiten evadir la apoptosis y asegurar su
supervivencia en la MO. Estos mecanismos incluyen la regulacién positiva de proteinas
antiapoptoticas como SDF2L1 (Stromal cell-derived factor 2-like protein 1), MYDGF
(Myeloid Derived Growth Factor), SDF4 (Stromal Cell Derived Factor 4), RCNI1
(Reticulocalbin 1) y TXNDCS (Thioredoxin Domain Containing 5), los factores
antiapoptoticos inducidos por hipoxia como SRC y FYN (Proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Fyn); y la regulacion negativa de las proteinas proapoptéticas como BAX
(Bcl-2-associated X protein), TP53111 (Tumor Protein P53 Inducible Protein 11), BLK
(B-cell lymphocyte kinase), TRAF2, ITPR1 (Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1)
y PRAF2 (PRA1 Domain Family Member 2) . Se ha demostrado que en las infiltraciones
de MO con més de un 40% de CP malignas se detectan niveles elevados de proteinas
antiapoptoticas como HYOU (Hypoxia up-regulated protein), SDF4, TRAP1 (Heat shock
protein 75 kDa), la translocasa ADP/ATP SLC25A4 (Solute carrier family 25 member 4)
e IRF4. Adicionalmente, las células de MM pueden limitar la apoptosis extrinseca
inducida por el sistema inmunitario mediante la regulacién positiva de las moléculas

CD38, CD46, SLAMF7 (SLAM Family Member 7 ) (CS1) y MHC-I (243).

Otro factor que incide en la apoptosis de las CP de MM es la desregulacion
epigenética mediada por los miRNA. Por ejemplo, la sobreexpresion de miR-17-92
indujo una mayor expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2; o la alteracion en la
expresion de miR-20a tuvo efectos similares via PTEN (Phosphatase and tensin
homolog)/PI3K/Akt. La sobreexpresion de miR-106b-93-25 impulsé la regulacion a la
baja de BIM (Bcl-2 Interacting Mediator of cell death). De hecho, estd demostrado que
miR-125b se encuentra sobreexpresado en MM vy actia como regulador negativo directo
de p53 por unién a la 3'UTR del ARNm de TP53, lo que conduce a una regulacién a la
baja del nivel endogeno de proteina pS3 y por tanto a inhibicién de la apoptosis (244).

Los genes proapoptoéticos BAX , BAK (Bcl-2 homologous antagonist/killer) y PUMA
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(p53 upregulated modulator of apoptosis) también estdn sujetos al silenciamiento

mediado por la hipermetilacion de su promotor en las CP malignas (245, 246)

Por otra parte, la expresion y funcionalidad de Fas (CD95) también se ha visto
implicada en la prevencién de la cascada de eventos apoptéticos en CP de MM. La
regulacién a la baja de Fas provoca una mayor resistencia a APOO010, una forma
hexamérica de FasL recombinante, y se ha propuesto que el aumento de isoformas
solubles de Fas (sFas) es capaz de bloquear la interaccion entre FasL y Fas de membrana

y, por tanto, capaz de prevenir la apoptosis en las células cancerosas (247).

Por ultimo, la activacion de la integrina f1 durante los procesos de adhesion a las
proteinas de la matriz extracelular de la MO, como el coldgeno o la FN, podria inducir
una regulacion positiva de la expresion de varias proteinas anti-apoptoticas de la familia

bcl-2 por la via de sefializacion STAT3 (248).

3.4. Resistencia al tratamiento mediada por el microambiente

Del mismo modo que el microambiente medular en equilibrio es necesario para el
mantenimiento y supervivencia de los diferentes linajes hematopoyéticos, un
microambiente desregulado asegura la continuidad de las CP clonales, suministrando los
requerimientos nutricionales y los estimulos inmunoldgicos para garantizar su
prosperidad, ayuddndole a evadir la accidn de las terapias farmacoldgicas. Durante los
tratamientos quimioterapicos, las células de MM se alojan en nichos que las protegen de
seflales pro-apoptoticas, confiriéndoles un perfil de resistencia a los medicamentos (249).

Esta resistencia se consigue por dos vias:

1. una mediada por factores solubles como citocinas y factores de crecimiento
secretados al medio de la MO, estableciendo interacciones paracrinas de
supervivencia y

2. otra mediada por adhesion celular de las CP tumorales a fibroblastos y otras
células del estroma, a componentes de la matriz extracelular como la FN o en la

formacion de sinapsis con células efectoras (250).

Respecto a los factores solubles, todos aquellos factores previamente descritos
como inductores de proliferacion o inhibidores de la apoptosis se asocian, al menos
potencialmente, con resistencia al tratamiento. Por este motivo, solo citaremos el IGF-1,

que ademds de promover el crecimiento facilita las metéstasis de las células del MM y les
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confiere un perfil fenotipico mesenquimatoso (251); el VEGF, cuya expresiéon se
encuentra aumentada en el MM plasmabléstico, una enfermedad histolégicamente mas
agresiva por su alto grado de proliferacion (252); el FGF, cuyo eje autocrino con el FGFR
estd implicado en la supervivencia y progresion de las CP del MM al protegerlas de la
apoptosis inducida por el estrés oxidativo (253); TNF-a, que secretado por células
mesenquimales del estroma de la MO induce la regulacion negativa de TRAF2 y, como
consecuencia, resistencia a firmacos inmunomoduladores (254); y la IL-8, que efectda
una regulacion positiva sobre la supervivencia, la angiogénesis y la ostedlisis en el MM

(255).

En cuanto a la segunda via, en el escenario de la resistencia a fairmacos mediada
por adhesion celular son de gran importancia las integrinas 1, 2, B3 y 7, las moléculas
de adhesién MUC-1, CD44 e incluso CD138, que, como hemos detallado, poseen efecto
regulador positivo de muchas vias de sefializacion que intervienen en la proliferacion y

supervivencia de las células de MM (256).

Respecto a las tetraspaninas, se ha demostrado que en pacientes con enfermedad
no activa las CP tumorales expresan CD9, mientras que en la mayoria de los casos de
enfermedad activa las CP son CD9 negativas. La expresion de CD9 se ha correlacionado
con el estadio de la enfermedad y la supervivencia de los pacientes con MM. Las
modificaciones de histonas y la metilacién de las regiones CpG del ADN, son eventos
epigenéticos clave en la regulacion negativa de CD9. Ademas, a medida que la expresion
de CD9 se regula a la baja, las CP de MM se hacen menos susceptibles a la citdlisis
mediada por células NK (257). En lineas celulares de MM, la expresion de CD9 confiere
mayor susceptibilidad a la cit6lisis mediada por linfocitos T y células NK activadas por
IL-2 (258). Del mismo modo, se ha demostrado que la regulacion a la baja de CD9 por
metilacién disminuye la sensibilidad a bortezomib en CP de MM y que la expresiéon de
CD9 aumenta la sensibilidad a bortezomib mediante la induccién de la apoptosis y la
inhibicién de la adhesion de las CP a las células del estroma de la MO (259). Se han
observado altos niveles de expresion de CD9 en vesiculas extracelulares derivadas de CP
de MM resistentes y en estados agresivos de la enfermedad en pacientes con
supervivencia global menor de 2 afios (260). Estas caracteristicas convierten a CD9 en

una potencial diana terapéutica.
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1. Hipétesis

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que las CP de MO de la
mayoria de los pacientes con MM expresan la B1 integrina (CD29) en una conformacion
activa de alta afinidad por el ligando, y que dicha expresion es dependiente de la presencia
de Mn?* 0 VCAM-1 soluble en el plasma medular. Este epitopo conformacional asociado
a activacion se determina por CF mediante el uso del AcMo CD29 clon HUTS21. Los
niveles de expresion de la forma activa de CD29 divide a los pacientes de MM en dos
grupos: un grupo mayoritario con un nivel intermedio y un grupo minoritario con un nivel

bajo o muy bajo de HUTS21.

Partiendo de estos antecedentes, nuestra hipdtesis es que los distintos niveles de
expresion tanto de la forma constitutiva como de la forma activa de CD29 pueden
caracterizar a las diferentes fases de la enfermedad, desde la etapa pre-maligna del MGUS
hasta la etapa mas agresiva que se corresponde con la enfermedad extramedular, y que
dichos cambios descansan en una expresion disminuida y una activacion defectuosa cada
vez mds acusada que quizd pueda ser contrarrestada por otros tipos de integrinas o por

tetraspaninas como CD9 capaces de exhibir conformaciones asociadas a activacion.
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2. Objetivos

Con el fin de confirmar esta hipétesis, se marcaron los siguientes objetivos:

1. Determinar los niveles de expresion de CD29, tanto en su forma constitutiva como
activa, en las CP obtenidas en diferentes territorios y en las siguientes fases de la
enfermedad: en MO, CP de pacientes con MGUS, de pacientes con MM con
niveles diferenciados de CD29 sin EEM y de pacientes con EEM; y CP de

pacientes con EEM obtenidas de otras localizaciones.

2. Investigar si las variaciones en el nivel de expresion de la forma activa de CD29
coinciden con una respuesta a cationes divalentes y una capacidad de unién a FN

cada vez mas defectuosas.

3. Valorar si la cuantificacion por CF de la expresion de las formas constitutiva y

activa de CD29 pueden ser biomarcadores utiles de progresion de la enfermedad.

4. Examinar si la pérdida de CD29 en las CP puede ser compensada con la expresion

de otras integrinas que subsanen las capacidades funcionales alteradas.

5. Analizar la expresion de epitopos constitutivos y conformacionales (PAINS13) de
la tetraspanina CD9 en las CP clonales de MO y su posible relacién con el nivel

de expresion de CD29.

6. Explorar a su vez la expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13 en
diferentes linajes celulares de MO y su posible asociacion con la maduracion

celular.

7. Estudiar los pardmetros que regulan la expresiéon de PAINS13 en CP y su relacion

con la activacion previa de CD29.
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1. Pacientes y tipos de muestras

Se analizaron las CP normales y tumorales de muestras de MO, SP, LP y LCR
procedentes de pacientes con sospecha de gammapatias monoclonales tipo MGUS, MM,
y enfermedad extramedular (EEM), y de aquellos pacientes en seguimiento tras el
tratamiento quimioterdpico o tras el trasplante con progenitores hematopoyéticos. Como
grupo control se seleccionaron muestras de MO de pacientes con anemias o trombopenias
periféricas mantenidas en el tiempo y sin causa conocida que no mostraron alteraciones
significativas (sin infiltracién por células tumorales y sin rasgos displdsicos utilizando
tanto criterios citolégicos como inmunofenotipicos). Las muestras de MO utilizadas
fueron el excedente de las obtenidas y utilizadas con fines diagndsticos rutinarios
mediante puncion-aspirado de la cresta iliaca y recogidos en tubos estériles de 5 ml con
heparina de litio. La disgregacion celular de los aspirados obtenidos se realizd por
aspiracion y expulsion repetidas con jeringa de 1 ml y aguja de didmetro inferior a 0,5
mm. Las muestras de SP se extrajeron también en tubos de heparina de litio. Las muestras
de LP y LCR fueron obtenidas por toracocentesis y punciéon lumbar, respectivamente y
recolectadas en tubo seco. La totalidad de las muestras fueron procesadas entre 2 y 24

horas después de su extraccion.

Se estudiaron las muestras de MO de 18 pacientes con MGUS y 74 pacientes con
MM. Muestras de SP de 6 pacientes con LCP, 5 muestras de LP, una de LCR y 14
controles sin gammapatias monoclonales. Los diagndsticos se establecieron segun
criterios clinicos junto con un andlisis integrado de datos genéticos, inmunofenotipicos,

citoldgicos e histoldgicos.

Se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes para la obtencion de las
muestras de MO y, eventualmente, de otros territorios, segun los criterios habituales
del comité ético del hospital Ramén y Cajal.

2. Anticuerpos monoclonales (AcMo) y anticuerpos policlonales.

Se utilizaron los siguientes AcMo para el marcaje de las CP en la mayoria de los

pacientes: anti-CD27, anti-CD28, anti-CD29 (clones MAR4 y HUTS21), anti-CD38,
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anti-CD45, anti-CD49d (clon 9F10), anti-CD49f (clon GoH3), anti-B7, anti-CD9 (M-
L13), anti CD81, rat anti-mouse IgG3-FITC y anti-FAK (clon K73-480) fueron obtenidos
de BD Biosciences (San José, CA). Los anticuerpos policlonales anti-Kappa y anti-
Lambda se obtuvieron de Dakopatts A/S (Glostrup, Denmark). Los AcMo anti-CD3, anti
CD9 (clon ALB6), anti-CD19, anti-CD56 y anti-CD138 se obtuvieron de Beckman-
Coulter (Hialeah, FL). EI AcMo CD9 PAINS13 fue donado generosamente por el Dr.
Carlos Cabanas del Departamento de Inmunologia, Oftalmologia y OTR, Facultad de
Medicina, Universidad Complutense.

Los AcMo estuvieron conjugados con los siguientes fluorocromos: FITC
(isotiocianato de fluoresceina), PE (ficoeritrina), PerCP-Cy5.5 (complejo de proteina
clorofila-peridinina cianina 5.5), PE-Cy5 (ficoeritrina-cianina 5), APC (aloficocianina),
BV421 (brilliant violet) y V500. Se utilizaron los siguientes AcMo bloqueantes en los
ensayos de adhesion: AcMo anti-CD49d (clon HP2/1), AcMo anti-CD29 (clon 4B4),
ambos suministrados por Beckman Coulter, y AcMo anti-B7 (clon FIB504)

(Biocompare).

3. Marcaje de antigenos de membrana con AcMo conjugados con
fluorocromos

Tras dispensar 30-50 uLL de MO o SP en tubos de 5 mL, se anadieron cantidades
Optimas de los diferentes AcMo conjugados con los fluorocromos referidos. Las células
se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA). Tras este periodo de
tiempo, se afiadieron 3 mL de una solucién de lisis comercial (FACS lysing, BD
Biosciences) para eliminar los eritrocitos presentes tanto en la MO como en la SP total,
incubdandose 10 minutos a TA. Las células se centrifugaron dos veces a 1400 revoluciones
por minuto (rpm) con 3 mL de suero salino normal (SS) durante 5 minutos. Finalmente,

las células se resuspendieron en 300 uLL de SS para su posterior andlisis por CF.

Para la deteccion de los antigenos de superficie en células de LP o LCR, se realiz6
el mismo protocolo previamente descrito, pero obviando el uso de la solucién lisante y
con una incubacién con los AcMo durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad. Tras dos
lavados con PBS/BSA 1%, las células fueron resuspendidas en 300 puL de PBS y

analizadas de inmediato en el CF.
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4. Marcaje de antigenos de membrana con AcMo no conjugado con
fluorocromo (marcaje de CD9 PAINS13)

Tras dispensar 30-50 uL. de MO o SP en tubos de 5 mL, se afiadieron 10 pL del
AcMO puro de ratén anti-humano anti-CD9 (clon PAINS13) (isotipo IgG3) (anticuerpo
primario). Tras una incubacién de 20 minutos a TA, las células se lavaron 2 veces con
PBS-BSA 1% para eliminar el exceso de AcMo no unido. Tras el dltimo lavado, la
muestra se incub6 con el AcMo rat anti-mouse IgG3 conjugado con FITC (anticuerpo
secundario) y con otros AcMo conjugados con fluorocromos frente a distintos antigenos
humanos (ninguno de estos anticuerpos fue de isotipo IgG3) durante 30 minutos a TA.
Tras esta incubacion, se realizaron 2 lavados con PBS-BSA 1% para eliminar el exceso
de anticuerpo. A continuacién, se afiadieron 3 mL de una solucién de lisis comercial
(FACS lysing, BD Biosciences) para eliminar los eritrocitos presentes tanto en la MO
como en la SP total. Pasados 10 minutos de incubacion con el lisante, se realizarén 2
lavados a 1400 rpm con 3 mL de PBS-BSA 1% durante 5 minutos. Por ltimo, las células
se resuspendieron en 150 puL de suero salino para el posterior andlisis por CF. Se
utilizaron controles que aseguraron que el anticuerpo secundario (rat anti-mouse 1gG3-
FITC) no reconocié ninguno de los anticuerpos conjugados que se afadieron en el
cocktail de marcaje: en ausencia del AcMo primario (CD9 PAINS13), el anticuerpo
secundario conjugado con FITC no reconocié a ninguno de los AcMo conjugados con
otros fluocromos, ya que no se detectd sefial en el canal de fluorescencia correspondiente

al FITC.

5. Deteccion de kappa y lambda citoplasmicas

La deteccién de los antigenos kappa y lambda citoplasmicos se realizé6 mediante
la permeabilizacion de la membrana celular con el kit comercial Fix & Perm (Thermo
Fisher Scientific). En una primera etapa, se afiadieron los AcMo que reconocen los
antigenos de superficie. Sin lavar la muestra, se afiadieron 2 mL de la solucién fijadora
durante 20 minutos a TA. Terminado este tiempo, se centrifugé 7 minutos a 1400 rpm,
seguido de un lavado con SS. Se afadi6 entonces 2 mL de la solucién permeabilizadora

y, paralelamente, 10 uL de un AcMo capaz de detectar el antigeno citopldsmico. Tras
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incubar durante 20 minutos en oscuridad, las células se lavaron dos veces con PBS-BSA

1% y se resuspendieron en 300 uL. de SS previo al andlisis por CF.

6. Protocolo experimental para la deteccion de CP por CF

La adquisicion de las células se efectud con el citometro de flujo FACSCanto II
(Becton Dickinson) equipado con el software de analisis FACSDiva. Las CP se
identificaron como células con caracteristicas intermedias de SSC (side scatter) y una
elevada expresion de los antigenos CD38 y CD138. La diferenciacion entre CP normales
y tumorales, en los casos de MGUS o MM con poblacién normal residual, se realiz6é en
funcion de la expresion diferencial de varios de los antigenos de membrana: la poblacién
policlonal (normal) expresé en la préctica totalidad de los casos el siguiente perfil
antigénico: CD38++CD138+CD19+CD56- mientras que las CP tumorales expresaron el
perfil CD38++CD138+CD19-CD56+ en la mayoria de las ocasiones. La pérdida en la
intensidad de expresion del antigeno CD27, del antigeno CDS81 y/o la expresion del
antigeno CD28 fueron de utilidad para diferenciar la poblacién tumoral de la policlonal,
mas aun si la poblacion tumoral no expresaba CD56. Ademds, en la gran mayoria de las

ocasiones la intensidad de expresion del CD38 fue menor en la poblacion de CP clonales.

7. Regulacion de la forma activa de la integrina por el plasma medular
y el liquido pleural (LP): obtencion del plasma y el LP acelular

Para estudiar la contribucion de los factores solubles en la regulacion fisioldgica
de la forma activa de la integrina CD29 y del epitopo conformacional PAINS13 en las
CP de muestras de MO y LP, se retir6 el plasma medular o el LP para asi suprimir el
posible efecto de los factores solubles contenidos en ellos. Para ello, la muestra completa
(células + liquido) del aspirado de MO o del LP se centrifugd durante 5 minutos a 1400
rpm con el objeto de separar la fraccion celular del plasma medular o del LP. Una vez el
plasma y el LP fue retirado y guardado a 4°C, la fraccion celular de la MO/LP se
resuspendié en PBS frio y se centrifugaron a 1400 rpm durante 7 minutos (se realizan
entre 3 y 5 de estos lavados). Posteriormente, 40 mL de las células fueron dispensadas en

pocillos de placas de 96 pocillos de fondo plano y resuspendidas en: 1) PBS, 2) el propio
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plasma autdlogo, 3) un plasma alogénico, 4) el propio LP autélogo, 5) en LP alogénico.
La cantidad de plasma/LP reafiadida a las células guard6 una proporcién idéntica o muy
similar a la relacidn existente en condiciones fisiolégicas (40 mL de células lavadas + 40
mL de plasma) o segun conteo celular por mL en el caso del LP.

Transcurrida 1 hora de incubacién a TA, las células se recogieron de los pocillos
y se pasaron a tubos de 5 ml y fueron marcadas con los AcMo CD38-FITC, CD29-PE
(clon HUTS21), CD9 y CD45-PerCP durante 20 minutos, a 4°C y en oscuridad y, tras dos
lavados con PBS, la expresion de la forma activa de la integrina y la tetraspanina fue

determinada por CF.

8. Analisis de la activacion de CD9 y CD29 por cationes divalentes.

Para los ensayos de activacion de la integrina CD29 y del estudio del epitopo CD9
PAINS13 con cationes divalentes anadidos exégenamente, las CP de muestras de MO,
SP, LP fueron lavadas 5 veces con PBS con el fin de eliminar cualquier vestigio de plasma
medular o LP. Posteriormente se dispensaron 40 uL de la fraccién celular en placas de 96
pocillos de fondo plano y resuspendidas en 40 uL de un buffer HEPES conteniendo el
catién divalente Mn>* en un rango amplio de concentraciones (desde 0,01 mM hasta 5
mM). Las células se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Como control positivo se utilizaron
células incubadas sin procesamiento y células lavadas como se indicé previamente a las
que se les reintrodujo el plasma medular. Como control negativo se emplearon células
incubadas en tampon HEPES sin cationes. Una vez terminado el tiempo de incubacion y
sin lavados previos, las células procedentes de los pocillos fueron marcadas con los AcMo
CD38 FITC, CD9 PAINS13, CD29 PE (clon HUTS21), y CD45-PerCP. Tras dos lavados
con PBS, se determino la expresion del epitopo CD9 PAINS13 y la forma activa de la
integrina CD29 (epitopo HUTS21) en la membrana de las CP por CF.

9. Deteccion de la proteina FAK

Las células de MO se obtuvieron tras la lisis de los hematies con cloruro de amonio
al 0,8%, anadiendo 0,5 mL por cada 50 ul de aspirado de MO. Se incub6 la muestra con

el cloruro de amonio durante 15 minutos, y previa centrifugacién a 1400 rpm durante 7
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minutos, se procedié a lavar en dos ocasiones con PBS-1% suero de ternera fetal (STF)
descomplementado. Posteriormente, las células se resuspendieron en 100 ul de PBS y se
fijaron en una solucién que contenia 2 mL de formaldehido (20%), etanol (15%) y
metanol (7%) a 37 °C durante 10 min. A continuacion, las células se centrifugaron a 1400
rpm durante 7 minutos y se lavaron dos veces con PBS-1% STF. La permeabilizacién de
las células se realiz6 tras la adicion de 1 mL de metanol al 80% conservado a -30°C. Se
incubé durante media hora en hielo. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con
PBS-1% STF. Finalmente, se resuspendio el pellet celular en 300 ul de PBS-1% STF y
se procedi6 al marcaje con el AcMo anti-FAK-PE (clon K73-480, que reconoce la forma
fosforilada del antigeno) durante 30 minutos en oscuridad. A la par se realiz6 el marcaje
de antigenos de superficie como CD9, CD29, CD38, CD56 y CD138. Tras dos lavados
con PBS/1% BSA, las células fueron resuspendidas en 300 uL. de PBS y de inmediato

analizadas en el CF.

10. Purificacion de CP.

Las CP se purificaron a partir del pellet obtenido tras la lisis con cloruro de
amonio, tal y como se explica en el apartado anterior. La seleccion positiva de las CP
comenzd con la incubacién de la celularidad total con un AcMo anti-CD138-PE durante
30 min a 4°C. Las células se lavaron dos veces con PBS-1% BSA para eliminar el exceso
de anticuerpo no unido. Se afadieron entonces particulas inmunomagnéticas (Becton
Dickinson) unidas a un AcMo anti-PE. Las células mononucleares de MO/LP se
incubaron en agitacion a 4°C y durante 30 minutos con las particulas inmunomagnéticas.
Se usaron de 10-20 uL de particulas magnéticas por cada 1x10% de CP. Posteriormente,
se realizaron 2 lavados a 1400 rpm con el tampon del kit (BD IMag™ Buffer, Becton
Dickinson) durante 7 minutos. El tubo contenedor de las células se posiciond durante 15
minutos en un iman de separacién (Cell Separation Magnet, Becton Dickinson).
Posteriormente, y sin retirar el tubo del iman, se elimindé el sobrenadante cuidando de no
tocar la pared del tubo mds proxima al imdn. Acto seguido, se apart6 el tubo del iman y
se afiadi6 1 mL de PBS con el objeto de arrastrar la totalidad de las particulas
inmunomagnéticas hasta el fondo del tubo. El pellet, constituido por las particulas unidas
a las células, se resuspendié enérgicamente en 1mL con PBS y el tubo se volvié a

posicionar en el imén, repitiéndose el ultimo paso. Finalmente, se afiadi6 1mL de PBS
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para arrastrar las particulas unidas a las células presentes en la pared del tubo (fraccién
positiva). La fraccién positiva se centrifugd a 1400 rpm durante 5 minutos y se volvié a
resuspender en ImL de medio completo. Terminado el protocolo se realizé el recuento
de células separadas tanto de la fraccidn positiva como de la fraccién negativa. La pureza
de las CP de MO alcanzada en la fraccion positiva fue superior al 90% en todos los casos
(superior al 95% si la muestra de MO contenia mds de un 10% de CP). En el LP, la
purificacion de las CP alcanz6 el 98%- 100%.

11. Ensayos de adhesion.

La determinacion de la adhesion de CP a FN (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) se realiz6 segtin el procedimiento descrito por Goodwin y Pauli (261).
En primer lugar, se incubaron 2 mg de FN a 4°C durante toda la noche en placas de 96
pocillos de fondo plano. Posteriormente, los pocillos fueron bloqueados durante 2 horas
con PBS-2% BSA a TA para asi reducir uniones no especificas. Las CP purificadas de
muestras de MO o de LP fueron previamente biotiniladas a TA durante 20 minutos con
NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, IL, USA) en un tampén HEPES/NaCl conteniendo
ImM de Mg** y 1ImM de Ca®*. Tras dos lavados, las CP fueron resuspendidas en tamp6n
HEPES conteniendo 1 mM de Mn?*. Posteriormente se afiadieron 10° células / 100 uL a
los pocillos para que sedimentaran durante 10 minutos a 4°C. Acto seguido, la placa fue
llevada a un incubador de CO; durante 45 minutos a 37°C. Posteriormente, se afiadieron
muy lentamente a cada pocillo 200 ul de un medio de flotacién de Percoll (densidad 1.10
g/mL) y poco después 50 ul de fijador (glutaraldehido al 1,4% de concentracién final).
Se realizaron 3 lavados con PBS para retirar las cé€lulas no unidas. En aquellos casos en
que se realizaron ensayos de bloqueo de adhesion, las CP biotiniladas fueron tratadas
previamente con los AcMo anti-CD49d (clon HP2/1), anti-CD29 (clon 4B4), anti-B7
(clon FIB504) o con un AcMo irrelevante de ratén (mouse IgG). Como paso final, se
afiadieron secuencialmente estreptavidina conjugada con peroxidasa (Pierce) y OPD (o-
phenylenediamine-dihydrochloride). ~ La  adhesién  celular se  determind
espectrofotométricamente utilizando un lector de ELISA equipado con un filtro de 492

nm. Como control negativo de adhesion se utilizé BSA (Sigma-Aldrich) al 5%.
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12. Analisis estadistico.

Las variables cuantitativas se describieron por la mediana y el intervalo de
confianza, o la mediana y el rango intercuartilico en funcién de si cumplian o no la
asuncién de normalidad. Se empled la prueba de chi-cuadrado o test exacto de Fisher para
la comparacién de frecuencias y la t de Student o Mann-Whitney para la comparacion de
medias o medianas respectivamente. Se utilizo el test de regresion lineal para valorar la

correlacion entre la molécula constitutiva CD9 y el epitopo CD9 PAINS13.
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1. Los niveles de expresion de las formas constitutiva y activada de la
integrina CD29 como marcador en la progresion de MGUS a MM

Nuestro grupo ha descrito previamente que las CP de MO de pacientes con MM
pueden dividirse en dos grupos atendiendo a la diferente expresion de la B1 integrina
(CD29) tanto en su forma constitutiva (detectada con el AcMo anti-CD29 MAR4) como
en su forma activada (detectada con el AcMo anti-CD29 clon HUTS21). Aunque el grupo
de pacientes caracterizado por la pérdida de expresion, en ocasiones bastante acusada, de
ambas formas de CD29 en sus CP mostraba caracteristicas bioldgicas propias de una
célula perteneciente a una etapa mas avanzada de la enfermedad, una primera y nueva
aproximacion que podria reafirmar la consideracion de la pérdida gradual de CD29 como
una alteracion asociada al avance de la enfermedad, partia del estudio de CP de individuos
sanos como probable ejemplo de célula con niveles intactos, y también mas altos, de
CD29 y continuaba con las CP clonales en el MGUS, una fase considerada como pre-
maligna en el grupo de entidades catalogadas como neoplasias de CP. En consonancia
con los datos previos, los resultados confirmaron que las CP de MO de individuos sanos
expresaron la forma constitutiva de CD29 con mayor intensidad que las CP clonales de
pacientes con MGUS y que estos, a su vez, la expresaban con mayor intensidad que las
CP malignas de pacientes con MM (sin separar a los pacientes en los dos grupos antes
referidos) (p= 0,035) (Figura 4A). Por otro lado, también se encontraron diferencias en
la expresion de la forma activa de CD29 (epitopo HUTS21) entre las CP de pacientes con
MM y las CP de sujetos sanos, tanto en porcentaje (p= 0,0125) como en IMF (p=0,0031).
A su vez, el porcentaje de CP HUTS21+ fue significativamente mayor en los pacientes
con MGUS respecto a los pacientes con MM (p= 0,019). Aunque no hubo diferencias
significativas en el porcentaje de expresion de HUTS21 al comparar CP normales y CP
clonales de MGUS, se observa una tendencia a un porcentaje mayor de expresion de la
forma activa de la integrina en las CP de individuos con MO normales (Figura 4B). Por
lo tanto, en esta primera aproximacion se confirma una pérdida escalonada de ambas
formas de CD29 entre CP normales y CP clonales de MGUS vy entre estas y las CP de
MM.
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Figura 4. Comparacion de la intensidad de expresion (IMF: intensidad media de fluorescencia;
expresada en unidades arbitrarias -u.a.-) de la forma constitutiva de CD29 (CD29 MAR4) y del
porcentaje de la forma activada de CD29 (CD29 HUTS21). A) IMF de CD29 MAR4 en CP de controles,
MM y MGUS. Controles versus MGUS, p=0,009; controles versus MM, p=0,0001; MGUS versus MM
p=0,035 B) Porcentaje de expresion de CD29 HUTS21 en controles, MM y MGUS. Controles versus MM
p=0,0125; MGUS versus MM, p=0,019. Controles: n=14; pacientes con MM: n=50; pacientes con MGUS:
n=18.

2. Los niveles de expresion de las formas constitutiva y activada de la
integrina CD29 divide a los pacientes con MM en dos grupos

Dado que CD29 se expresaba con una cierta heterogeneidad en los pacientes con
MM vy considerando los resultados antes expuestos en pacientes con MGUS y MM,
quisimos corroborar que los pacientes con MM podian dividirse en dos bloques: un
bloque con expresion de CD29 constitutivo y activo cercano a las CP de pacientes con
MGUS y un segundo bloque de pacientes con una disminucién significativa en la
intensidad de expresion del epitopo MAR4. En la Figura 5, se muestran dos ejemplos
representativos de ambos tipos de paciente en los que se establece, una vez mas, la
relacion existente entre la “cantidad” (intensidad) de la integrina constitutiva y “la
cantidad” de la forma activada. Las diferencias en la IMF de CD29 MAR4 y en la IMF y
el porcentaje de CD29 HUTS21 fueron significativas entre ambos grupos (Figura 6).
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Figura 5. Porcentaje e IMF (u.a.) de la forma constitutiva (MAR4) y activada (HUTS21) de la molécula
CD29 en las CP de MO de diferentes grupos de pacientes con MM. A). Ejemplo representativo del grupo
mayoritario de pacientes con MM cuyas CP de MO expresan niveles intermedios de la forma constitutiva
de CD29 y niveles significativos de la forma activada de esta molécula. B) Ejemplo representativo del
grupo minoritario de pacientes con MM cuyas CP de MO expresan niveles bajos de la forma constitutiva
de CD29 y niveles disminuidos de la forma activada de esta molécula. En el interior de cada dot-plot se
muestra el porcentaje y la IMF (u.a..) de la expresion de CD29 MAR4 y CD29 HUTS21.
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Figura 6. Comparacion del porcentaje y la IMF (u.a.) de la expresion de la forma constitutiva (MAR4)
y activada (HUTS21) de CD29 en diferentes grupos de pacientes con MM. A) Comparacion porcentual
del CD29 constitutivo y activo entre el grupo de MM con expresion habitual de CD29 y el grupo con
pérdida de expresion de este antigeno. B) Comparacion de la expresion en IMF del CD29 constitutivo y
activo entre el grupo de MM con expresion habitual de CD29 y el grupo con pérdida de expresion de este
antigeno. n=70 (35/35). Comparacion %CD29 MAR4 p <0,0001; comparacion % CD29 HUST21
p <0,0001. Comparacion % CD29 HUTS21 p= 0,0001; comparacion IMF CD29HUTS21 p= 0,01.

3. Las CP malignas de MO en pacientes con EEM exhiben una marcada
alteracion en la expresion, activacion y capacidad adhesiva de la
integrina CD29

En un estudio previo, nuestro grupo demostré que los pacientes con MM pueden
dividirse en dos bloques atendiendo a los niveles intermedios o bajos de la expresion
constitutiva de la molécula CD29 en las CP, niveles que correlacionaron con la presencia
o ausencia de la forma activa de la molécula y, a su vez, con la mayor o menor capacidad
de adherencia al microambiente de la MO. Por este motivo, nuestro objetivo fue
comprobar si las CP de MO de los pacientes con EEM expresaban niveles normales o
disminuidos de la forma constitutiva y activada de CD29. De los cinco pacientes con
EEM en el liquido pleural, en cuatro de ellos se detect6 poblacién de CP tumorales en el
aspirado de MO: dos de los pacientes con 21% y 32% de CP clonales, compatibles con
recaida de la enfermedad, y en otros dos con 0,7% y 0,29% de CP mielomatosas, en
coexistencia con CP normales. Cuando se compar6 el porcentaje de CP de MO que
expresaban la forma constitutiva de la integrina f1 (CD29) en los cuatro pacientes con
EEM presente en efusion pleural con respecto a los pacientes con MM sin EEM (n=21),
el porcentaje no difirié significativamente entre ambos grupos 100% (rango: 99,5% —

100%) versus 98,8% (rango: 96,9% — 100%), respectivamente; p= 0,3) (Figura 7A). Por
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el contrario, la IMF de la forma constitutiva de la molécula CD29 si que difiri6
significativamente entre ambos grupos: 2.150 u.a. (rango: 1.260 u.a. — 3.850 u.a.) en
pacientes con EEM versus 12.300 u.a. (rango: 9.000 u.a. — 20.200 u.a.) en pacientes sin
EEM (p= 0,0001) (Figura 7B). A su vez, se muestra un ejemplo representativo de la

expresion de este antigeno en los dos grupos de pacientes (Figura 8).
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Figura 7. Porcentaje de expresion e IMF (u.a.) de la forma constitutiva de las CP de MO en pacientes
con EEM y sin EEM; A) Porcentaje de expresion de la forma constitutiva de la forma constitutiva de
CD?29 (determinado con el Ac Mo anti-CD29 clon MAR4) en las CP de MO de pacientes con EEM y sin
EEM. La mediana de expresion no difirio significativamente; B) Intensidad media de fluorescencia (IMF)
(expresada en unidades arbitrarias: u.a.) de la forma constitutiva de la molécula CD29 en las CP de las
MO de pacientes con EEM y sin EEM. MM con EEM: n=4, MM sin EEM: n=21 (p= 0,0001).
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Figura 8. Porcentaje e IMF (u.a.) de la forma constitutiva de CD29 en CP de MO de pacientes con EEM
y sin EEM; A) Ejemplo representativo del porcentaje y de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de
la forma constitutiva del CD29 de un paciente con EMM. B) Ejemplo representativo del porcentaje y la
IMF de las CP de un paciente sin EEM.

Atendiendo a estos resultados, quisimos comprobar si existia una asociacion entre

la disminucion de la IMF de la forma constitutiva de CD?29, determinado con el AcMo
clon MAR4, y la expresién de su forma activa (de alta afinidad por el ligando),
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determinada con el uso del AcMo clon HUTS21. En este caso y como se observa en la
Figura 9A, el porcentaje de células CD29 HUTS21+ fue claramente inferior en las CP
de MO de pacientes con EEM con respecto a los pacientes sin EEM (10,2%, rango: 0% -
18% versus 44,6% rango: 32,9% — 61%, respectivamente; p<0,0001). A su vez, la IMF
de la forma activa de CD29 difiri6 significativamente entre ambos grupos: 920 u.a.
(rango: 0 u.a. — 1.080 u.a.) en pacientes con EEM versus 1.460 u.a. (rango: 1.280 u.a. —
1.900 u.a.) en pacientes sin EEM: (p= 0,02) (Figura 9B). Se muestra también un ejemplo
representativo de la expresion del epitopo de activacion HUTS21 en ambos tipos de
paciente (Figura 10).
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Figura 9. Porcentaje de expresion e IMF (u.a.) de la forma activa de CD29 de las CP en MO de pacientes
con EEM y sin EEM; A) Expresion porcentual disminuida de la forma activa de la molécula CD29 de la
MO de los pacientes con EEM (n=4) respecto a pacientes con MM sin compromiso extramedular (n=21)
(p=0,0001). B) expresion disminuida en términos de IMF de la forma activa de la molécula CD29 de la
MO de los pacientes con EEM (n=4) respecto a pacientes con MM sin compromiso extramedular (n=21)
(p=0,02)
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Figura 10. Porcentaje e IMF (u.a.) de la expresion de la forma activa de CD29 en CP de MO de pacientes
con EEM y sin EEM; A) Ejemplo representativo del porcentaje y la IMF de la forma activa del CD29 de
un paciente sin EMM. B) Ejemplo representativo del porcentaje e IMF de las CP de un paciente con EEM.
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La diferente expresion ex vivo de la molécula CD29 en las CP de MO, tanto en su
forma constitutiva como, especialmente, en su forma activa, en pacientes de MM con
EEM respecto a los pacientes sin EEM, nos condujo a evaluar la capacidad de respuesta
de las CP de MO de los pacientes con EEM a la adicién in vitro de Mn?*, el catién
divalente mds potente para la activacion de CD29 y, por lo tanto, para conseguir la
conformacién de alta afinidad de esta molécula detectada con el clon HUTS21. Para ello,
se elimind previamente el plasma autélogo del aspirado y a continuacién las CP de MO
se cultivaron en presencia de Mn** utilizado en un amplio rango de concentraciones (0,02
mM a 2 mM). Tal y como puede observarse en la Figura 11, las CP de MO de pacientes
con EEM respondieron de manera muy deficiente a la adicién exégena de Mn?*, incluso
a la maxima concentracion de este catiéon (2 mM). Por el contrario, las CP de MO de
pacientes sin EEM respondian de forma Optima, alcanzando el plateau de activacion
maxima de la integrina CD29 a concentraciones de Mn**que oscilaban entre 0,2 y 0,5

mM.

—&— MO (sin EEM)

~e— MO (EEM)

% CP CD29 HUTS21+

0I'"I"'"I"'"""I""""'I""""'I
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Figura 11. Efecto del Mn?* en el porcentaje de activacion de CD29 en las CP de MO de pacientes sin
EEM y con EEM; Efecto de diferentes concentraciones del cation divalente Mn** en la expresion de la
forma activa de CD29 en CP de MO en un ejemplo representativo de un paciente con EEM y en un paciente
sin EEM. La forma activa de CD29 se detecté con el AcMo anti-CD29 clon HUTS21.

Dado que las CP se unen fuertemente a la fibronectina (FN) del microambiente
medular utilizando la cadena 1 comun, o CD29, como molécula principal de anclaje
(asociada fundamentalmente a la cadena o4), quisimos determinar si la expresion

disminuida ex vivo de esta molécula en las CP de MO de pacientes con EEM, asi como

su refractariedad a la activacidén con cationes divalentes, correlacionaba con una baja
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capacidad de unién a FN. Se realizaron ensayos de adhesién con CP purificadas de MO,
en presencia de una cantidad 6ptima de Mn?* (0,5 mM). La Figura 12 muestra cémo las
CP de MO de pacientes sin EEM se unieron fuertemente a FN, y que tal unién fue inhibida
en un 70%-85% tras la adicion de anticuerpos bloqueantes anti-CD29 (clon 4B4) o anti-
CD49d (clon HP2/1). Por el contrario, las CP de MO de pacientes con EEM se unieron
de forma muy deficiente a FN, aunque dicha unién seguia siendo parcialmente

dependiente de CD29 y CD49d.
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Figura 12. Ensayo de adhesion a FN en CP de MO sin EEM o con EEM. CP purificadas se aiiadieron
a pocillos previamente revestidos con FN en presencia de una cantidad éptima de Mn?*. En los pocillos no
se afiadio ningiin tipo de anticuerpo (control) o se afiadio un AcMo irrelevante (mouse IgG) o anticuerpos
blogueantes anti-CD29 (clon 4B4) o anti-CD49d (clon HP2/1). La adhesion a FN fue cuantificada segiin
se describe en Materiales y Métodos. O.D.: unidades de densidad optica

Todos estos resultados demuestran que en las CP de MO de pacientes con EEM,
se establece una evidente asociacion entre los niveles disminuidos ex vivo de CD29
constitutivo o activado, su refractariedad a responder in vitro a factores activantes como

el Mn>* y una capacidad reducida de adhesién a FN. Todas estas alteraciones predicen

que las CP de estos pacientes puedan escapar potencialmente de su nicho habitual de MO.

4. Las CP malignas ubicadas en areas diferentes al microambiente de
MO en pacientes con EEM mimetizan y acentian los déficits
observados en las células tumorales de MO

Hasta el momento, hay muy pocas publicaciones que esclarezcan los mecanismos

moleculares subyacentes a la patogenia de la EEM en el MM. Las alteraciones descritas
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en las CP de MO en estos pacientes suponen un punto de partida plausible en la busqueda
de las razones que expliquen el comportamiento de las CP tumorales en territorios

distintos a la MO.

Los resultados experimentales se describirdn en el mismo orden que los detallados
en las CP de MO. Las CP tumorales presentes en el liquido pleural de los 5 pacientes con
EEM (en todos los casos las CP clonales representaron mds del 80% de la celularidad
total viable de la muestra) expresaron la forma constitutiva de CD29 en la prictica
totalidad de las CP mielomatosas (99,2%; rango: 99,1% — 100%), de manera similar a las
CP de MO de estos mismos pacientes. Sin embargo, la IMF de la forma constitutiva si
que difiri6 significativamente entre las CP del liquido pleural respecto a su contrapartida
de MO: 1.680 u.a. (rango: 1.180 u.a. — 2.350 u.a.) versus 2.150 u.a. (rango: 1.260 u.a. —
3.850 u.a.) respectivamente (p= 0,04) (Figura 13B).
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Figura 13. Comparacion del porcentaje de expresion y de la IMF (u.a.) de la forma constitutiva de CD29
en CP de liquido pleural (LP) y CP de MO de pacientes con EEM. La expresion de la forma constitutiva
de CD29 se determino por CF con el AcMo anti-CD29 clon MAR4, y se cuantifico en las CP del LP (n=5)
yde la MO (n=4) de pacientes con EEM, tanto en porcentaje (A) como en IMF (B). p= 0,04

De manera ain mds acusada que en MO, las CP malignas del liquido pleural
apenas expresaron la forma activa (epitopo HUTS21) de la molécula CD29: 4,1% (rango:
3,2% — 4,9%) con respecto a un 10,3% (rango: 0% — 18%) en MO (p= 0,04). A su vez,
la IMF de la forma activa de CD29 fue significativamente distinta en ambos territorios:

670 u.a. (rango: 610 u.a. — 720 u.a.) en el LP respecto a 920 u.a. (rango: 425 u.a. — 1035
u.a.) en MO (p= 0,04) (Figura 14B). En la Figura 15 se muestra un ejemplo
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representativo de la expresion de la forma activa de CD29 en las CP del liquido pleural

de uno de los pacientes con EEM.
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Figura 14. Comparacion del porcentaje de expresion y de la IMF (u.a.) de la expresion de la forma
activa de CD29 en CP de LP y MO de pacientes con EEM. La expresion de la forma activa de CD29 se
determind por CF con el AcMo anti-CD29 clon HUTS21, y se cuantifico en las CP del LP (n=5) y de la
MO (n=4) de pacientes con EEM, tanto en porcentaje (a) (p= 0,04) como en IMF (b) (p= 0,04).
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Figura 15. Porcentaje de expresion e IMF (u.a.) de la forma constitutiva y activa de CD29 en las CP de
LP. A) Ejemplo representativo de la expresion en CP de LP de la forma constitutiva de CD29, determinada
con el AcMo anti-CD29 clon MAR4 y B) de la forma activada de CD29, determinada con el AcMo anti-
CD29 clon HUTS21.

La ausencia practicamente total de la forma activa de CD29 en las CP tumorales
del liquido pleural nos llevé a determinar el efecto de la adicién in vitro de Mn**.
Primeramente, se eliminé el liquido pleural en el que estaban bafiadas las células, para a
continuacién cultivarlas en presencia de Mn?* utilizado en un amplio rango de
concentraciones (0,02 mM a 1 mM). Tal y como puede observarse en la Figura 16, las

CP tumorales del liquido pleural fueron completamente refractarias a la activacién
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mediada por el catién divalente. Por comparacion, se muestra en el mismo gréfico la
respuesta deficiente, pero cuantificable, de la expresion del epitopo HUTS21 tras la
adicion del cation en las CP de MO del mismo paciente, asi como de las CP de MO de un

paciente con MM pero sin EEM como ejemplo de respuesta 6ptima al efecto activador

del Mn?*.
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Figura 16. Efecto diferencial del Mn?* en el porcentaje de activacion de CD29 en las CP de MO y LP de
un paciente con EEM y en MO de un paciente sin EEM. Se elimind el plasma de la MO y el liquido del
derrame pleural para, a continuacién, incubar las CP de MO y LP con cantidades crecientes de Mn** La
expresion de la forma activa de CD29 se determiné con el AcMo anti-CD29 clon HUTS21.

El uso del Mn?* como agente activador de CD29 responde a la facilidad de su uso
y a su elevada potencia para estimular la expresion del epitopo HUTS21. Aun asi,
quisimos corroborar la incapacidad de las CP del liquido pleural para adquirir la forma
de alta afinidad de CD29 utilizando otros activadores. En concreto, utilizamos el plasma
alogénico de aspirados de MO de individuos sanos o de pacientes con MM con niveles
intermedios de HUTS21 en sus CP. El plasma alogénico no solo contiene Mn?*, sino
también otros cationes divalentes o la forma soluble de VCAM-1 (CD106), que estan
descritos en la literatura cientifica como activadores de CD29. Como puede observarse
en la Figura 17, el plasma alogénico no tuvo un efecto significativo como estimulo en la
expresion de HUTS21. De manera similar, el uso del LP de pacientes sin evidencia de
enfermedad tumoral tampoco tuvo efecto en el cambio de CD29 desde su forma inactiva

hasta su forma activa.
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Figura 17. Efecto de otros agentes activadores en la expresion porcentual de la forma activa de CD29
en CP de LP de un paciente con EEM. No se evidencian cambios significativos ni en el porcentaje de
expresion ni en la IMF (u.a.) de la forma activa del CD29 al adicionar LP autélogo o alogénico ni al
agregar plasma medular de pacientes con MM sin EEM (plasma medular 1) o de un paciente con MO
normal (plasma medular 2).

Como era previsible, en ensayos de adhesion a FN, la casi completa ausencia ex
vivo de la forma activa de la integrina CD29 en las CP malignas del liquido pleural de
pacientes con EEM, asi como la incapacidad practicamente total del Mn>* (o de otros

activantes) para revertir este estado, se asocid a una casi nula capacidad de las CP

malignas del LP para adherirse a esta proteina (Figura 18).
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Figura 18. Adhesion a FN de CP de MO de MM sin EEM o con EEM y de CP de LP. CP purificadas de
MO o LP se aiiadieron a pocillos previamente revestidos con FN en presencia de una cantidad optima de
Mn?*. En los pocillos no se aiadié ningiin tipo de AcMo (control) o se afiadié un AcMo irrelevante (mouse
1gG) o anticuerpos bloqueantes anti-CD29 (clon 4B4). En el caso de las CP purificadas de LP, se incluyo
una modalidad de cultivo en que se afiadio plasma alogénico de una MO normal. La adhesion a FN fue
cuantificada segiin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra un ejemplo representativo de las CP
de MO de un paciente con MM sin EEM y de CP de MM con EEM, procedentes tanto de MO como de LP.
O.D.: unidades de densidad dptica.
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Una forma muy poco habitual de EEM en la historia natural del MM es aquella
caracterizada por la infiltracién del LCR por CP malignas. Se extrajo el LCR a un paciente
con MM con sintomas sospechosos de infiltracion del sistema nervioso central,
confirmandose la presencia de células tumorales por citometria de flujo. Las CP
aberrantes no expresaron el epitopo HUTS21 caracteristico de la conformacién activa de
CD29 a pesar de que el total de las CP expresaban la forma constitutiva de la molécula.
Dado el escaso nimero de células en el LCR, solo pudimos comprobar el efecto de una
tinica concentracién de Mn?** (5 mM), comprobando que las CP malignas del LCR eran

por completo refractarias al efecto inductor del catién (Figura 19).

% CP CD29 HUTS21+

ol om0 e
LCR intacto Mn?*[ 5 mM]

Figura 19. Las CP del LCR no expresan la forma activa de CD29 y son por completo refractarias a la
adicion de Mn?*. Se muestra el porcentaje de expresion del epitopo de activacion HUTS21 de la molécula
CD29 en CP de LCR sin (LCR intacto) o tras la adicién de Mn** (5 mM).

5. Niveles de expresion de la forma constitutiva y activa de CD29 en las
diferentes etapas de la enfermedad: asociacion con la progresion de
la gammapatia monoclonal.

El estudio de la expresion en las CP malignas de la molécula CD29 en su
configuracidn constitutiva y activa en nichos diferentes a la MO en pacientes con EEM,
cerraba todo el itinerario posible de fases de una gammapatia monoclonal, que comienza
con la etapa no maligna representada por las CP clonales del MGUS y finaliza en la fase

mads agresiva que encarna la EEM. Por lo tanto, nos dispusimos a realizar el estudio
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comparativo de la expresion de esta molécula en las 5 etapas que, por orden creciente de
malignidad, se corresponderian con CP de MO de pacientes con MGUS, con MM, con
MM con disminucién de la expresion constitutiva de CD29 sin EEM o con MM con EEM,
y por tltimo, las CP de un nicho distinto a la MO en pacientes con EEM. La Figura 20
muestra la pérdida en ocasiones gradual, en ocasiones abrupta, tanto de la intensidad de
expresion de la forma constitutiva marcada por el epitopo MAR4 (Figura 20A), como
del porcentaje de CP expresando la forma activa marcada por el epitopo HUTS21 (Figura
20B). Es interesante observar, por una parte, como las CP malignas de la MO de los
pacientes con EEM reducen los niveles de ambas formas de CD29 de manera significativa
respecto a la etapa anterior de la enfermedad, ya caracterizada por una perdida notable de
esta molécula y, por otra parte, que son ya un claro precedente cuantitativo y cualitativo
de lo observado con la molécula CD29 en el microambiente extramedular,
fundamentalmente el liquido pleural. Estos datos convierten a la expresion de CD29
determinada por CF en las células clonales de las neoplasias de CP en un biomarcador de

progresion de la enfermedad.
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Figura 20. Pérdida progresiva de la expresion porcentual e IMF (u.a.) de CD29 en las diferentes etapas
de la enfermedad. A) Pérdida de expresion en IMF (u.a.) del antigeno constitutivo CD29 MAR4 en las
diferentes etapas de la enfermedad. MGUS vs MM, p= 0,03; MM CD29 habitual vs MM con disminucion
de CD29, p <0,0001; MM vs EEM p=0,008; MO de EEM vs LP, p= 0,001. B) Pérdida de expresion
porcentual del antigeno de activacion CD29 HUTS21 en las diferentes etapas de la enfermedad. MGUS vs
MM, p= 0,01; MM CD29 habitual vs MM con pérdida de CD29, p= 0,01; MM vs EEM, p <0,0001; MO
de EEM vs LP, p= 0,001.
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6. Niveles de expresion de la forma constitutiva y activa de CD29 y su
relacion con el estadiaje de la enfermedad.

La clara asociacion de la expresion de CD29, en sus dos estados, con las diferentes
fases de la progresiéon de la enfermedad sugeria una posible asociacion del modo de
expresion de esta molécula con los diferentes estadios de la enfermedad segtin el Sistema
de Estadificacién Internacional, ISS, que divide a la enfermedad en 3 estadios. No se
advirtieron diferencias significativas en el porcentaje o en la IMF de CD29 MAR4 entre
los estadios 1 y II (datos no mostrados). Por el contrario, y como puede advertirse en la
Tabla 3, las diferencias si que fueron significativas entre los estadios Il y III. Por un lado,
la IMF de CD29 MAR4 se redujo claramente en las CP de pacientes en el estadio mas
avanzado. Sin embargo, resulta mucho mads relevante la significacion observada al
comparar el porcentaje de CP expresando CD29 MAR4 en su membrana. Como ya se ha
comentado, CD29 es una proteina muy ubicua en las CP, de manera que el 98%-100% de
las CP de la gran mayoria de los pacientes expresan el epitopo constitutivo en su
membrana. Sin embargo, en el rango intercuartil del estadio I1I se observa que el escaso
nimero de pacientes que expresan CD29 MAR4 en un porcentaje inferior al 90% de sus

CP se acumulo en el estadio de méximo riesgo de la enfermedad.

Tabla 3. Estadios ISS en MM y expresion de CD29

ISS II ISS III
=17 n=11 p

% CD29 MAR4 99,8% (96,3% - 100%) 96,9% (78,5% - 98,8%) | 0,0420

IMF CD29 9.700 u.a. 5.400 uv.a.

MAR4 (6900 ua. — 14600 ua) | (5.000 ua.—8.000ua) | 018

Tabla 3. Diferencias de expresion de CD29 MAR4 de pacientes de MM en los estadios 11 y I1I de la ISS.
n=28. Los porcentajes se expresaron como mediana y como rango intercuartilico (entre paréntesis). Las
IMF se expresaron en u.a. (unidades arbitrarias).

7. Expresion de FAK en CP clonales de MO

Nuestra aproximacion experimental para el estudio de la expresién de la forma
activa de CD29 ha consistido, por una parte, en la deteccion del epitopo HUTS21 por CF,
y por el otro en su regulacién in vitro mediada por cationes, es decir, una via de

sefalizacion outside-in (de afuera adentro). Es bien sabido que la activaciéon de CD29

96



RESULTADOS

puede realizarse a su vez a través de otro tipo de sefalizacién denominada inside-out
(adentro / hacia afuera), que consiste en la interaccion de un dominio de la proteina
citopldsmica talina con el dominio intracitopldsmico de CD29 para inducir el cambio
conformacional de la integrina hasta lograr que adquiera su estado activado de alta
afinidad por el ligando. El dominio de la talina que interacciona con CD29 es el mismo
dominio que interacciona con la quinasa de adhesion focal (FAK), cuyo estado fosforilado
€s un paso previo necesario para la activaciéon de CD29. Por este motivo, utilizamos un
procedimiento previamente descrito para la deteccion de FAK, sobre todo en lineas
celulares, que modificamos hasta conseguir que la sefial obtenida con el marcaje con un

AcMo anti-FAK fosforilado fuera suficiente para estudiar sus niveles en las CP.

En primer lugar y tras la fijacion celular, optimizamos la permeabilizacion de las
células con una concentracion de metanol al 80% que mantuvo, por un lado, la
antigenicidad de marcadores clave para la deteccion de las CP por CF (CD38 y CD138;
también CD45) (Figura 21A) y, por el otro, la expresion de la forma constitutiva de CD29
(Figura 21B), lo que nos permiti6 asociar la expresion de FAK fosforilada a la mayor o
menor intensidad de la integrina. El método no respet6 la integridad del epitopo HUTS21
ni de proteinas como CD19. Los resultados son aun preliminares debido a la baja o muy
baja intensidad de FAK fosforilada que puede determinarse en las células. Mediante un
corte arbitrario sobre la intensidad de expresion de CD29 MAR4, las CP se dividieron en
dos subpoblaciones, y sobre ambas se determind el nivel de expresion de FAK fosforilada.
Como puede observarse en el ejemplo representativo de la Figura 21B, la subpoblacion
de CP que mostré una mayor intensidad de CD29 MAR4 expres6é FAK fosforilada en
mayor cuantia que las CP con menor intensidad de la integrina (789 u.a. + 289 u.a. versus
678 + 234, respectivamente; p= 0,03; n=6). En ocasiones y como muestra el ejemplo
representativo de la Figura 21C, la expresién bimodal del antigeno CD56 en las CP
clonales nos permitié comprobar la distinta expresion de FAK fosforilada en la poblacion

CD56+ high respecto a la poblacion CD56+ low.

Estos resultados sugieren que es posible detectar la FAK fosforilada en CP como
un método que informe de la posible contribucidn de la via inside-out en la activaciéon de

la integrina CD29.
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Figura 21. Patron de expresion de FAK en CP de MO atendiendo a los niveles de expresion de CD29.
A) Expresion de FAK en CP tras permeabilizacion con metanol tal y como se describe en Materiales y
Métodos. A) Las CP fueron detectadas por CF dada su alta expresion de los antigenos CD38 y CD138. B)
Expresion de FAK en relacion al nivel de expresion de CD29 MAR4. C) Expresion de FAK segiin el nivel
de expresion de CD56 en las CP de un paciente con MM con expresion bimodal de CD56.

8. Efectos compensatorios en los niveles de expresion de las integrinas
B1y B7 en las CP clonales: perfil antigénico y funcionalidad.

La baja expresion de la forma constitutiva y activada de la cadena g1 (CD29) se

asocia con dos niveles diferenciados de expresion de la cadena a4 (CD49d)

Tal y como hemos descrito en un apartado anterior de resultados, los pacientes
con MM pueden dividirse en dos grupos atendiendo a la expresion baja o intermedia en
las CP de la forma constitutiva de la cadena B1 (CD29), y que esta expresion baja o
intermedia correlacionaba con la expresion de la forma activa de CD29 determinada con
el AcMo anti-CD29 clon HUTS21. Habida cuenta que suele considerarse que la cadena
a4 (CD49d) es la principal cadena que se une a la cadena 1 en las CP, supusimos que
los niveles de CD49d se corresponderian, aproximadamente, con los niveles de la cadena
B1. De hecho, al analizar la expresion conjunta de estas dos moléculas, encontramos una
relacion directamente proporcional en la expresion de ambas, independientemente de que
analizaramos la expresion de CD29 MAR4 tomando como punto de partida los dos grupos
de pacientes con MM divididos segin la expresidén baja o intermedia de CD49d, o

utilizando la estrategia contraria (Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacion de la expresion de CD49d/CD29 MAR4 en CP
clonales de MM
CD29 MAR4 IMF CD29 MAR4 IMF
< 8.000 u.a. 8000 u.a. - 20.000 u.a. p
n=27 n =35
CD49d Porcentaje 98% (88% - 100%) 100% (99,8% - 100%) 0,0027
IMF (u.a.) 6.100 (4600 - 12.500) 19.800 (15.700 - 30.000) 0,0002
CD49d IMF CD49d IMF
<10.000 u.a. 10.000 u.a. — 20.000 u.a. p
n =26 n =28
CD29 | Porcentaje 91,8% (75% - 99,5%) 100% (99%- 100%) 0,0002
MAR4 | 1\ (u.a.) 5.100 (3.400 - 6.300) 16.500 (9.200 - 21.000) 0,0000

Tabla 4. Porcentaje de expresion e IMF (u.a.) de CD49d y CD29 MAR4 en CP clonales de MM.
Expresion porcentual e IMF de la molécula CD49d al comparar por grupos en funcion de la intensidad de
fluorescencia de CD29MARA4 (intensidades bajas y medias). Expresion porcentual e IMF de la molécula
CD29MAR4 al comparar por grupos en funcion de la intensidad de fluorescencia de CD49d (intensidades
bajas y medias). Los porcentajes se expresaron como mediana y como rango intercuartilico (entre
paréntesis). Las IMF se expresaron en u.a. (unidades arbitrarias).

Ejemplos representativos de las dos situaciones descritas (intensidad intermedia
de CD29 se corresponde con intensidad intermedia de CD49d e intensidad baja de CD29
se corresponde con intensidad baja de CD49d) se muestran en la Figura 22A y B,

respectivamente.

Los resultados obtenidos parecian establecer una correlacion perfecta en las CP
clonales de MO entre el nivel de expresion de la cadena B1 comin (CD29) y la cadena
a4 (CD49d). Sin embargo, observamos que existia una gran heterogeneidad en los niveles
de expresion de CD49d en el grupo denominado CP CD29 MAR4 de intensidad baja,
estableciéndose dos grupos: 1) en la mayoria de los casos la previsible baja expresion de
CD49d acompafaba a la baja expresion de CD29 MAR4; 2) en una fraccién minoritaria
pero significativa de casos, CD49d se expresé con intensidad intermedia a pesar de que
CD29 MARA4 se expresaba con baja intensidad. Un ejemplo representativo de este grupo
de pacientes se muestra en la Figura 22C. Este hallazgo sugeria que en este grupo de
pacientes con gammapatias monoclonales, la cadena a4 (CD49d) podria asociarse con

otra cadena .

Previamente a la busqueda de otra cadena 3 que pudiera unirse a CD49d y dada la
relacion existente entre el nivel de expresion de la forma constitutiva de CD29 y la
presencia clara o indetectable de su forma activa, nos dispusimos a identificar si este

fendmeno se replicaba al analizarlo con la molécula CD29 HUTS21. Como puede
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comprobarse en la Tabla 5, encontramos una relacién directamente proporcional entre

los niveles de expresion de la forma activa de CD29 y los de CD49d.

En las Figura 23A y B se muestran dos ejemplos representativos de la
proporcionalidad en la expresion de ambas moléculas. Sin embargo, volvimos a encontrar
un grupo minoritario pero significativo de casos en los que las CP con un CD29 HUTS21
de baja intensidad expresaban CD49d con intensidad intermedia (Figura 23C),

reforzando la idea de que CD49d pueda unirse a otro tipo de cadena 3 diferente a la 1.
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Figura 22. Diferentes patrones de expresion de la cadena 1 (CD29) y la cadena a4 (CD49d) en las CP
de pacientes con MM. A) Ejemplo representativo de CP de MM con niveles similares e intermedios de
CD29 MAR4 y CD49d. B) Ejemplo representativo de CP de MM con niveles similares y bajos tanto de
CD29 MAR4 como de CD49d. C). Ejemplo representativo de CP de MM con expresion disminuida de
CD29 MAR4 y expresion intermedia a intermedia-alta de CD49d. En el interior de cada histograma se
muestran el porcentaje y la IMF (u.a.) de la expresion de CD29 MAR4 y CD49d.
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Tabla 5. Comparacion de la expresion de CD49d/CD29 HUTS21 en CP
clonales de MM
CD29 HUSTS21 IMF HUSTS21 IMF
<2.000 uv.a. >2.000 u.a. p
n=37 n=33
CD49d Porcentaje 99,1% (97,4% - 99,1%) 100% (99,6% - 100%) 0,001
IMF (u.a.) 10.100 (5500 - 13300) 16.800 (9.500 - 26.600) 0,0002
CD49d IMF CD49d IMF
< 10.000 u.a. 10.000 u.a. - 20000 u.a. p
n=26 n=28
CD29 | Porcentaje 16% (5% - 32,9%) 61% (32,3% - 66,5%) 0,0093
HUTS21 | pvF (u.a) 1.200 (870 - 1.600) 1.700 (1.300 - 2.000) 0,04

Tabla 5. Porcentaje de expresion e IMF (u.a.) de CD49d y CD29 HUTS21 en CP clonales de MM.
Expresion porcentual e IMF de la molécula CD49d al comparar por grupos en funcion de la intensidad de
fluorescencia de CD29 HUTS21 (intensidades bajas y medias). Expresion porcentual e IMF de la molécula
CD29 HUTS21 al comparar por grupos en funcion de la intensidad de fluorescencia de CD49d
(intensidades bajas y medias). Los porcentajes se expresaron como mediana y como rango intercuartilico
(entre paréntesis). Las IMF se expresaron en u.a. (unidades arbitrarias).

La baja expresion de la forma constitutiva y activada de la cadena p1 (CD29) es
compensada en la mayoria de los casos con un incremento en la expresion de la

cadena f7.

La B7 es una de las cadenas P presentes en la membrana de las CP, tanto normales
como tumorales. Aunque en las CP una de las cadenas o acompanantes de 37 es la cadena

aE (CD103), parece que la cadena a principal que se une a 7 es la cadena a4 (CD49d).

Sin embargo, hasta el momento no esta descrito si las CP muestran un equilibrio
en la expresion de B1 (CD29) y B7 y, en concreto, no se sabe si la expresion de 37 equilibra
la pérdida de la cadena Pl en el grupo de pacientes en que esta cadena estd
manifiestamente disminuida, ni tampoco si la presencia de 37 modifica la regulacion de

la activacion o la funcionalidad de B1.

Para contestar a estas cuestiones, comenzamos por realizar un estudio
comparativo de los niveles de expresion de las moléculas f7 y CD49d en el grupo de
pacientes con MM en el que la intensidad de expresion de CD29 constitutivo estaba
disminuida. En la Tabla 6 se establece de forma evidente que la poblacion de CP clonales
con intensidad intermedia de CD49d se asociaba a casos de expresiéon méaxima de la
cadena 7 (tanto en términos porcentuales como en IMF). Dado que CD49d como cadena
a solo puede unirse a las cadenas f1 y B7, resulta evidente que un grupo significativo de

pacientes con gammapatias monoclonales que expresan bajos niveles de $1 en sus formas
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constitutiva y activa logran alcanzar niveles intermedios en la expresiéon de CD49d por

su unidn a la cadena B7.
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Figura 23. Diferentes patrones de expresion de la cadena f1 activada (CD29 HUTS21) y la cadena a4
(CD49d). A) Ejemplo representativo de CP de MO de un paciente con MM con expresion significativa de
la forma activada de CD29 y expresion intermedia a intermedia-alta de CD49d. B) Ejemplo representativo
de CP de MO de un paciente con MM con baja expresion de la forma activa de CD29 y expresion baja de
CD49d. C) Ejemplo representativo de CP de MO de un paciente con MM con baja expresion de la forma
activa de CD29 y expresion intermedia a intermedia-alta de CD49d. En el interior de cada histograma se
muestran el porcentaje y la IMF (u.a.) de la expresion de CD29 HUTS21 y CD49d.

Estos resultados indican que existen diferentes patrones de combinacién de CD29
(tanto en su forma constitutiva como activa), CD49d y B7 integrina. Los diferentes
modelos que se generan atendiendo a la diferente expresion de estas tres moléculas son
mostrados en las Figura 24 A-C, donde queda patente la heterogeneidad de su expresion.
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Tabla 6. Comparacion de la expresion de 7/CD49d en CP clonales de
MM
CD49d IMF CD49d IMF
< 10.000 u.a. 10.000 u.a. — 20.000 u.a. p
n=26 n=28
B7 Porcentaje 43,8% (26,6% - 80,7%) 94.,1% (64% - 99,2%) 0,0007
IMF (u.a.) 2.850 (1.700 - 4.800) 5.300 (3.400 - 11.900) 0,0016
B7 IMF B7 IMF
<8.000 u.a. 8.000 u.a. — 20.000 u.a. p
n=>51 n=15
CD49d Porcentaje 99,6% (98% - 100%) 100% (99,4% - 100%) 0,05
IMF (u.a.) 9.500 (5.800 - 16.00) 15.500 (13.800 - 23.400) 0,013

Tabla 6. Porcentaje de expresion e IMF (u.a.) de las moléculas [7 integrina y CD49d en CP clonales de
pacientes con MM. Comparaciones reciprocas entre las moléculas f7 integrina y CD49d en funcion de
las intensidades de florescencia (intensidades bajas e intermedias). Los porcentajes se expresaron como
media y como rango (entre paréntesis). Las IMF se expresaron en u.a. (unidades arbitrarias).
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Figura 24. Diferentes patrones de expresion en las CP de MO de pacientes con MM de las moléculas
CD29 MAR4 (f1), CD49d y 7. A) Ejemplo representativo de CP de un paciente con expresion intermedia
de CD29 MAR4 (1) y CD49d, y baja expresion de 7. B) Ejemplo representativo de CP de un paciente
con expresion baja de las tres moléculas, CD29 MAR4 (p1), CD49d, y p7. C) Ejemplo representativo de
CP de un paciente con expresion baja de CD29 MAR4 (f1) y con intensidad intermedia tanto de CD49d
como de 7. En el interior de cada histograma se muestran el porcentaje y la IMF (u.a.) de expresion de
las tres moléculas.
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Posteriormente, quisimos comprobar si esta combinacion de presentaciones entre
CD49d y B7 se reproducia al considerar el nivel de expresion de la forma activa de CD29
como punto de partida. De igual manera a lo descrito con los pacientes que expresaban
la forma constitutiva de CD29 con intensidad intermedia, encontramos que las CP de MO
que expresaban CD29 HUTS21 con intensidad intermedia expresaban también CD49d
con intensidad intermedia y B7 con intensidad baja (Figura 25A). De hecho, una
proporcion significativa de los pacientes encuadrados en este grupo mostraban una
fraccion de sus CP con niveles indetectables de 7. En contraste, la expresion baja de
CD29 HUTS21 dividié a las CP en dos subgrupos (de una manera similar a lo descrito
con la expresion baja de CD29 MAR4): CP con intensidad baja de CD49d e intensidad
baja de B7 (Figura 25B); y CP con CD49d de intensidad intermedia y 7 también de

intensidad intermedia (Figura 25C).
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Figura 25. Diferentes patrones de expresion en las CP de MO de pacientes con MM de las moléculas
CD29 HUTS?1 (forma activa la cadena 1), CD49d y 7. A) Ejemplo representativo de CP de un paciente
con expresion intermedia de CD29 HUTS21 y CD49d, y baja expresion de 7. B) Ejemplo representativo
de CP de un paciente con expresion baja de las tres moléculas, CD29 HUTS21, CD49d, y 7. C) Ejemplo
representativo de CP de un paciente con expresion baja de CD29 HUTS21 y con intensidad intermedia
tanto de CD49d como de 7. En el interior de cada histograma se muestran el porcentaje y la IMF (u.a.)
de expresion de las tres moléculas.
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En conjunto, estos resultados sugieren un efecto compensatorio entre las cadenas
B1 y B7, en ambos casos orientadas a mantener los niveles de expresion intermedios de
CD49d. Con el objetivo de visualizar al méximo estos hallazgos, analizamos las CP de
MO con CD29 MAR4 de intensidad baja (definidas como aquellas CP que mostraban una
IMF <8.000 u.a.), y las subdividimos en 2 poblaciones: una con CD49d de baja intensidad
y otra con CD49d de intensidad intermedia, y al compararlas encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de la B7 integrina tanto en porcentaje como

en IMF como muestra la Figura 26.
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Figura 26. Efecto compensatorio en la expresion de la cadena 7 en CP malignas de pacientes con
expresion baja de CD29 MAR4 y con expresion variable de CD49d. A). Porcentaje de expresion de la
cadena B7 en CP con intensidad baja (n=22) o intermedia (n=10) de CD49d (p= 0,02). B) IMF (u.a.) de
la expresion de la cadena 7 en CP con intensidad baja o intermedia de CD49d (p= 0,01). Se representan
medianas y rangos intercuartilicos.

De modo similar, al seleccionar la poblacién de CP de MO con CD29 HUTS21
<30% y subdividirla en funcion de la expresion de CD49d de intensidad baja (<10.000
u.a.) e intensidad intermedia (10.000-20.000 wu.a.) encontramos diferencias

estadisticamente significativas tanto en porcentaje como en IMF de la f7 como muestra

la Figura 27.
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Figura 27. Efecto compensatorio en la expresion de la cadena 7 en CP malignas de pacientes con
expresion baja de CD29 HUTS21 (<30% de CP HUTS21+) y con expresion variable de CD49d. A). Porcentaje
de expresion de la cadena 7 en CP con intensidad baja (n=11) o intermedia (n=14) de CD49d (p= 0,003).
B) IMF (u.a.) de la expresion de la cadena 7 en CP con intensidad baja o intermedia de CD49d
(p=0,01). Se representan medianas y rangos intercuartilicos.

Por ultimo, utilizamos una aproximacion para demostrar el efecto compensador
directo de B1 y B7: al analizar la expresion de la 7 integrina en funcion de la expresion
del CD29 MAR4 en la poblacion de CP con intensidad intermedia de CD49d,
encontramos una relacion inversamente proporcional en la expresion de CD29 y (7
integrina (Figura 28), es decir, niveles disminuidos de CD29 MAR4 se contrarrestaban
con niveles aumentados de B7 integrina, demostrando asi el efecto compensador a la

pérdida de una de las cadenas f.
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Figura 28. Efecto compensatorio reciproco de la expresion de CD29 MAR4 (f1) y de la cadena f7 en
CP malignas de pacientes con MM. A). Porcentaje de expresion de 7 en CP con intensidad baja (n=11)
o intermedia (n=11) de CD29 MAR4 (p=0,01). B) IMF (u.a.) de la expresion de 7 en CP con intensidad
baja o intermedia de CD29 MAR4 (p=0,03). Se representan medianas y rangos intercuartilicos.
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Efecto de la expresion balanceada de p1 (CD29) y B7 en las capacidades funcionales

de ambas moléculas.

Una vez determinados los diferentes patrones de expresion de las cadenas Bl y B7
en las CP tumorales de MO, los resultados nos instaron a evaluar si el aumento de
expresion de la cadena B7 en las CP que equilibra la expresion baja de B1, conseguia
recuperar la competencia de la cadena 1 para alcanzar su conformacion de alta afinidad
tras la adicién in vitro de Mn?*, el cation divalente més potente para activar la p1 integrina.
Como se ha descrito en Materiales y Métodos y en otro apartado de experimentos, se
elimind previamente el plasma aut6logo del aspirado de MO de 4 pacientes, 2 pacientes
con expresion normal de CD29 constitutivo y baja expresion de B7 y 2 pacientes con baja
expresion de CD29 constitutivo y expresion intermedia de f7. La Figura 29 muestra un
ejemplo representativo de un tipo celular y otro: las CP de MO de pacientes con expresion
normal de CD29 constitutivo y baja expresion de B7 respondian de forma Optima y
dependiente de las dosis de Mn>* (hasta el 93% de las CP llegaron a expresar la
conformacién activa de CD29), alcanzando el plateau de activacién méxima de CD29 a
concentraciones de Mn>* que oscilaba entre 0,2 y 0,5 mM. Sin embargo, los pacientes con
baja expresion de CD29 constitutivo y expresion intermedia de 7, aunque no fueron
refractarios a la adicion del cation, no lograron niveles Optimos de activacion (la
expresion del epitopo de activacion HUTS21 no logré superar la barrera del 50% de CP
CD29 HUTS21+) y, a su vez, su maximo de activacién necesité de concentraciones
superiores del cation (I mM). Por lo tanto, la presencia de niveles intermedios de B7 no
logré normalizar la respuesta suboptima a la activacion mediada por cationes de las CP
caracterizadas por la expresion disminuida de CD29. Esta falta de respuesta Optima a
Mn?* en el ensayo in vitro tuvo su correspondencia en la baja expresién ex vivo del epitopo

de activacion HUTS21 en las CP de este grupo de pacientes.

El anclaje de las CP a la fibronectina (FN) de la matriz extracelular de la MO se
establece fundamentalmente a través de la integrina CD49d/CD29, y en menor medida a
través de otras cadenas o que se unen a CD29 o a través de CD49d/B7. Por este motivo,
quisimos determinar de nuevo si las dos poblaciones antes descritas de CP clonales
(poblacion con expresion intermedia de CD29 constitutivo y baja expresion de B7 y
poblaciéon con baja expresion de CD29 constitutivo y expresion intermedia de B7)

mostraban diferencias en la adhesion a FN.
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Figura 29. Porcentaje de activacion de CD29 (células CD29 HUTS21+) tras la adicion de Mn** en CP
expresando diferentes niveles de CD29 MAR4 (1) y f7. Efecto de concentraciones crecientes (0,02 mM
— 1 mM) del cation divalente Mn?* en la expresion de la forma activa de CD29 en CP de MO con expresion
normal de CD29 constitutivo y baja expresion de 7 y en CP con baja expresion de CD29 constitutivo y
expresion intermedia de B7.

Aunque se acaba de documentar que el segundo grupo de CP exhibe una
activacion subdptima de la B1 integrina tras el estimulo con Mn?*, la expresién notable
de CD49d/B7 podria neutralizar el déficit que supone una expresion baja de CD29
respecto a la unién a FN. Se realizaron ensayos de adhesion con CP purificadas de MO
de ambos tipos de poblacion (Figura 30), destacando de inmediato que la capacidad de
unién a FN de las CP con CD29 normal y 7 bajo era claramente superior a la exhibida
por las CP con fenotipo CD29 bajo B7 intermedio. De este dato se deduce que, aunque 37
aporta opciones de unién a FN en las CP con B7 intermedio, no es capaz de igualar el
vigor con que se unen a la FN las CP con expresion normal de CD29. A su vez, los
resultados indican que aunque los AcMo bloqueantes anti-f7 inhibian, en términos
relativos, un porcentaje mayor de unién a FN en la poblacién B7 intermedia que en la
poblacion B7 baja, la union a FN en la poblacion con B7 intermedia / CD29 baja era mas
dependiente de CD29 que de B7, ya que el anticuerpo bloqueante anti CD29 (clon 4B4)
inhibié mads fuertemente la uniéon a FN que el anticuerpo bloqueante anti-f7 (clon

FIB504).
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Figura 30. Ensayo de adhesion a FN de CP de MO con expresion intermedia de CD29 constitutivo y
baja expresion de 7 y de CP con baja expresion de CD29 constitutivo y expresion intermedia de 7. CP
purificadas se afiadieron a pocillos previamente revestidos con FN en presencia de 0,5 mM de Mn**. Las
CP no fueron pre-incubadas con AcMo (adhesion basal), o fueron pre-incubadas con un AcMo irrelevante
(mouse IgG), o con anticuerpos bloqueantes anti-CD29 (4B4), anti- CD49d (HP2/1) o anti-f7 (FIB504).
La union de las CP a la proteina BSA se utilizo como control de union inespecifica. O.D.: unidades de
densidad optica.

9. Expresion variable de la tetraspanina CD9 en las CP normales y en
las CP clonales de pacientes con MGUS y MM

Existe un gran cuerpo de trabajo experimental que ha demostrado la asociacion de
tetraspaninas con la B1 integrina en microdominios de la membrana, ejerciendo efectos
reguladores sobre la adhesion celular. Por este motivo, nuestro siguiente objetivo fue
estudiar no solo la mera expresiéon de las tetraspaninas en las CP, sino también su
capacidad funcional en relacién a los hallazgos que hemos mostrado respecto a las formas
constitutiva y activada de la B1 integrina. Y nos centramos inicialmente en el estudio de
la tetraspanina CD9 ya que algunos trabajos relacionan la expresion de esta molécula con

la susceptibilidad o resistencia de células de MM a diferentes tratamientos.

Tanto las CP normales como las CP clonales de pacientes con MGUS o con MM
expresaron CD9 con una enorme variabilidad, pues en los tres grupos podian encontrarse
ejemplos en los que la mayoria, una fraccion o una minoria de las CP expresaban esta
molécula (Figura 31). Como una consecuencia 16gica de esta variabilidad, tanto los
porcentajes como las intensidades de fluorescencia de CD9 no difirieron

significativamente en los tres grupos estudiados (Figura 32).
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Figura 31. Patrones de expresion de la forma constitutiva de la molécula CD9 en CP de MO. A)
Expresion de CD9 (constitutivo) en CP de individuos sanos; B) Expresion de CD9 (constitutivo) en CP de
pacientes con MGUS; C) Expresion de CD9 (constitutivo) en CP de pacientes con MM. En el interior de

cada dot-plot se indica el porcentaje de expresion de CD9.
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Figura 32. Expresion de la forma constitutiva del antigeno CD9 en CP de individuos sanos y de pacientes
con gammapatias monoclonales. A). Porcentaje de expresion de CD9 constitutivo en individuos sanos
(controles), en pacientes con MGUS y en pacientes con MM. B) IMF (u.a.) de la forma constitutiva de CD9
en CP de individuos sanos (controles) y en pacientes con MGUS o con MM. Unicamente se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de CP positivas para CD9 constitutivo entre
pacientes con MGUS y MM (p= 0,04). Controles: n=14; MGUS: n=18, MM: n=74).

10. Relacion entre la expresion de CD9 constitutivo y la expresion de
p1 (CD29) en CP de MO

Dada la asociacion funcional de CD9 y la integrina Bl (CD29) descrita en
numerosos tipos celulares, quisimos investigar si ambas moléculas podian encontrarse
vinculadas en las CP de MO. La primera aproximacion a esta pregunta condujo a una
respuesta previsible: dado que en una clara mayoria de los pacientes con gammapatias
monoclonales el 95%-100% de las CP expresaron la forma constitutiva de CD29, y que
el porcentaje de la forma constitutiva de CD9 en las CP de estos mismos pacientes fue
muy variable, tal y como acaba de describirse en el punto anterior, no se observé ningtn
tipo de correlacion en el porcentaje de CP que expresaron una u otra molécula (Figura
33). Sin embargo, si que se detectd un paralelismo entre la intensidad de expresion de
CD?9 constitutivo y la intensidad de expresion de la forma constitutiva de CD29: si los
pacientes se dividian en dos grupos respecto a la intensidad de CD9 constitutivo, un grupo
con IMF baja (inferior a 14.000 u.a. de fluorescencia) y un segundo grupo con IMF alta
(superior a 21.000 u.a.), la expresion de CD29 constitutivo fue claramente mas alta en el
segundo grupo (p= 0,017). Igualmente, se observé una tendencia al aumento del
porcentaje de células con CD29 activado en el segundo grupo (Tabla 7), aunque dicha
tendencia no fue significativa. Por lo tanto, estos hallazgos sugerian una relacién no tanto

cuantitativa (entendida como mero porcentaje) como cualitativa entre CD9 y CD29.
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Figura 33. Patrones de expresion conjunta de CD9 constitutivo y de CD29 MAR4 en CP de individuos
sanos y de pacientes con gammapatias monoclonales. A) Heterogeneidad de la expresion conjunta de
CD9 constitutivo y CD29 MAR4 en CP de individuos sanos; B) Heterogeneidad de la expresion conjunta
de CD9 constitutivo y CD29 MAR4 en CP de pacientes con MGUS; C) Heterogeneidad de la expresion
conjunta de CD9 constitutivo y CD29 MAR4 en CP de pacientes con MM.
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Tabla 7. Relacidn entre la intensidad de expresiéon de CD9
constitutivo y los niveles de expresion de la forma
constitutiva o activada de CD29

CD9 IMF < 14.000 u.a. CD9 IMF > 21.000 u.a.
n=44 n=13 p
IMF CD29 MAR4 (u.a.) 6.900 (4.000 — 10.500) 10.800 (7.900 — 18.100) 0,017
% CD29 HUTS21 20,35 (4,1 - 45,65) 38,8 (20,25 - 56,55) 0,05

Tabla 7. Diferencias de expresion porcentual e IMF (u.a) de las moléculas CD29 MAR 4y CD29 HUTS
atendiendo a la expresion de CD9 constitutivo.

11. La expresion conjunta de las tetraspaninas CD81 y CD9 amplifica
la expresion de CD29 en las CP de MO.

Tradicionalmente, se considera a la tetraspanina CD81 como la mds representativa
de las tetraspaninas en CP debido a su uso como marcador en la plataforma de diagndstico
inmunofenotipico Euroflow (262), ya que CD81 es capaz, en numerosas ocasiones, de
distinguir CP normales y tumorales. Sin embargo, y al contrario de lo descrito en este
trabajo con la tetraspanina CD9, CD81 de forma aislada no mostré6 una asociacion
significativa con la expresion de la Bl integrina (CD29), ya sea en su modalidad
constitutiva o activada (datos no mostrados). Este resultado descartaba la posibilidad de
que la pérdida de expresion de CD81 en las CP, un hallazgo frecuente en pacientes con
MM, pudiera estar conectada a la pérdida de expresion de CD29. No obstante, CD81 si
evidencid un papel relevante en el grado de expresion de CD29 siempre que se estudiara
en combinacién con los niveles observados de CD9 en la membrana de las CP. Tal y
como muestra la Figura 34, la poblacién de CP que no expresaba ninguna de las dos
tetraspaninas (CD9-CD81-) fue la que sistematicamente expreso con menor intensidad la
molécula CD29 en su formato constitutivo (CD29 MAR4), aumentando dicha intensidad
conforme la CP comienza a expresar CD9 o CD81, hasta alcanzar el grado de expresion
maximo en la poblacién de CP que expresé de forma conjunta CD9 y CD81. Esta
gradacion en la expresion de la forma constitutiva de CD29 fue particularmente relevante
en el grupo minoritario de pacientes con MM en el que una fraccidn, casi siempre
minoritaria, de las CP malignas no expresaron valores detectables de CD29 MAR4. Estos
datos muestran un efector amplificador o, al menos, adyuvante, de CD81, respecto a la

asociacion previamente mostrada entre la expresion de CD9 y CD29 constitutivo,
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incrementando de forma acusada la magnitud de la significacién de la asociacién entre

ambas moléculas (Tabla 8).
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Figura 34. Ejemplo representativo de la expresion de CD29 MAR4 en un paciente con MM atendiendo
a los diferentes niveles de expresion de CD9 y CD81; Al) Distribucion de subpoblaciones en funcion de
la coexpresion de CD9 y CD81; A2) Histograma uniparamétrico de superposicion (“overlay”) de la
expresion de CD29 MAR4 en las 4 subpoblaciones de CP indicadas en Al; BI) Expresion de CD29 MAR4
en la poblacion CD81- CD9-; B2) Expresion de CD29 MAR4 en la poblacion CD81+ CD9-; C1) Expresion
de CD29 MARA4 en la poblacion CD8I- CD9+; C2) Expresion de CD29 MAR4 en la poblacion CDS8I+
CD9+. En el interior de cada histograma se indica el porcentaje y la IMF (u.a.) de la expresion de CD29
MARA4.
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Tabla 8. Comparacion de la IMF de CD29 MAR4 entre poblaciones de CP
atendiendo a la expresion diferencial de CD9 y CD81
Poblacién: IMF CD29 MAR4 (rango Poblaciéon: IMF MAR4 (rango
IMF en u.a.) IMF en u.a.) p
CD81- CD9-: 2.490 v.a. (1.361-3.470) | CD81+ CD9+: 5.500 u.a. (4.615-7.130) | < 0,0001
CD81+ CD9-: 4.370 u.a. (2.600-5.400) | CD81+ CD9+: 5.500 uv.a. (4.615-7.130) | < 0,0001
CD81- CD9+: 3.300 u.a. (1.800-4.080) | CD81+ CD9+: 5.500 u.a. (4.615-7.130) | < 0,0001
CD81- CD9-: 2.490 u.a. (1.361-3.470) | CD81+ CD9-: 4.370 u.a. (2.600-5.400) | 0,0001
CD81+ CD9-: 4.370 u.a. (2.600-5.400) | CD81- CD9+: 3.300 u.a. (1.800-4.080) | 0,0025

Tabla 8. Comparacion de la intensidad de fluorescencia (IMF -u.a.-) del CD29 MAR4 entre poblaciones
atendiendo a la expresion diferencial de CD81 y CD9. Se representan medianas y rangos intercuartilicos.
(n=44).

12. La molécula CD9 expresa el epitopo conformacional PAINS13 en las
CP de MO. Patron de expresion del epitopo PAINS13 en otras
poblaciones hematopoyéticas de MO.

Los resultados anteriores demuestran que en los pacientes con gammapatias
monoclonales que expresaron CD9 en la mayoria de las CP clonales, dicha expresion se
asoci6 de forma significativa a niveles mas altos de CD29 constitutivo, en especial en
aquellos pacientes que expresaban a su vez CD81. Aunque CD?9, tal y como sucede con
otras tetraspaninas, se asocia fisicamente en la membrana citopldsmica con un buen
nimero de proteinas, destacando entre ellas la B1 integrina, la vinculacion productiva
desde un punto de vista funcional entre ambas moléculas puede ser determinada en células
completas mediante el uso del AcMo anti-CD9 clon PAINS13, que reconoce un epitopo
conformacional de CD9 dependiente de la activacion previa de la Bl integrina (132).
Debido a la absoluta falta de estudios en la literatura cientifica respecto a la expresion y
regulacion de esta forma conformacionalmente relevante de CD9 en células primarias
humanas (con la excepcion de células T activadas de sangre periférica), nos dispusimos
a comprobar si la molécula CD9 de las CP de MO de estos pacientes manifestaba este
epitopo funcionalmente relevante, asi como su patrén de expresién en el resto de

poblaciones hematopoyéticas de MO, considerando su linaje y/o su estadio madurativo.
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Para definir la expresion del epitopo conformacional de la molécula CD9,
incubamos las células del aspirado de MO con el AcMo de ratén anti-CD9 PAINS13 (de
isotipo IgG3) y se revel6 con un AcMo de rata anti-IgG3 conjugado con FITC, tal y como
se indica en Materiales y Métodos. Se comprobd la ausencia de sefial del anticuerpo
secundario (rat anti-mouse IgG3) y la no interferencia del marcaje con otros AcMo, como

se muestra en la Figura 35.
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Figura 35. Patron de expresion de CD9 PAINS13 en las CP de MO. A) no adicion del AcMo primario
PAINS13; st adicion del secundario anti-IgG3 FITC; si adicion de otros AcMo conjugados con otros
fluorocromos; B) st adicion del AcMo primario PAINS13; si adicion del AcMo secundario anti-1gG3 FITC;
no adicion de otros monoclonales conjugados con otros fluorocromos); C) si adicion del AcMo primario
1gG3 PAINS13; si adicion del AcMo secundario anti-1gG3 conjugado con FITC; si adicion de otros AcMo
conjugados con otros fluorocromos.

Tal y como muestra la Figura 36, las CP de las gammapatias monoclonales
expresaron de forma variable el epitopo PAINS13 (FIGURA 36A-C). Dicha variabilidad
también se manifest6 al comparar la expresion del epitopo conformacional con el epitopo
constitutivo de CD9: un grupo de pacientes en que las CP clonales expresaron porcentajes
similares de ambos epitopos (FIGURA 36D), y un grupo de pacientes en que las CP
clonales expresaban un porcentaje del epitopo constitutivo superior al porcentaje del

epitopo conformacional PAINS13 (FIGURA 36E). Atendiendo a esta heterogeneidad, se

dividi6 a los pacientes con gammapatias monoclonales en dos grupos, dependiendo de
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que mas o menos del 20% de las CP clonales expresaran CD9 PAINS13, para asi
comprobar su relacién con la expresion de CD9 constitutivo. Como se muestra en la
Tabla 9 y a pesar de la heterogeneidad previamente descrita en la expresion de ambos
epitopos, la correlacidn entre ambos epitopos fue significativa tanto en porcentaje como
en intensidad de expresion y, a su vez, la curva de regresion mostré una correlacién

positiva entre la expresion del epitopo PAINS13 y el epitopo constitutivo (Figura 37).
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Figura 36. Patrones de expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13 en CP de MO. A - C)
Porcentajes muy variables de expresion del epitopo CD9 PAINS13 en CP CD38++ de tres diferentes
pacientes con gammapatias monoclonales; D) Coexpresion similar del epitopo constitutivo de CD9 (clon
M-L13) y del epitopo conformacional CD9 PAINS13 y E) Expresion del 100% del epitopo constitutivo de
la molécula CD9 (clon M-L13) y expresion parcial de CD9 PAINS13 en dos pacientes con gammapatias

monoclonales.
Tabla 9. Correlacion entre los niveles del epitopo
conformacional CD9 PAINS13 y CD9 constitutivo
% CD9 PAINS13 <20 % CD9 PAINS13 >20
n=29 n=24 .
% CD9 21,4 (10,9 - 30) 91,4 (39,4 -97,4) <0,0001
IMF CD9 (u.a.) 9000 (4.700-12.400) 13.100 (8.000 — 26.300) 0,0227

Tabla 9. Correlacion entre los niveles del epitopo conformacional CD9 PAINS13 y CD9 constitutivo.
Se indica el porcentaje y la IMF (u.a.) de la expresion de CD9. n=53

117



RESULTADOS

100
1
(X

80
°
o0 *

% CP CD9 PAINS13 +

T
] 20 40 60 80 100
% CP CD9 constitutivo +

Figura 37. Curva de regresion de los porcentajes de expresion de CD9 constitutivo y CD9 PAINSI13
(p < 0,001; r=0,6). n=53

Una vez analizada tanto la expresion constitutiva de CD9 como la de su epitopo
conformacional PAINS13 en las CP de MO, nos dispusimos a investigar su expresion en
dos de los principales linajes celulares de la MO: la serie mieloide / granulocitica y la

serie monocitica.

En la Figura 38 se muestra la estrategia para seleccionar la serie mieloide en el
andlisis por CF: la totalidad de la serie mieloide / granulocitica se identificé en un primer
plot de SSC/CD33 (Figura 38B), mientras que en un segundo plot de SSC/CD10 (Figura
38C) se separd la poblacién mieloide madura CD10+ (neutrdfilos) de las poblaciones
mieloides mds inmaduras CD10-. A su vez, la poblacion CD10- se analiz6 en funcién de
la expresion de CDI11b (Figura 38D), obteniéndose la poblacion de promielocitos
(CD11b-CD10-) y la poblacién de mielocitos + metamielocitos (CD11b+CD10-). Las
Figuras 38E-G y 40A muestran un aumento de la expresiéon de CD9 claramente asociado
a la progresion de la maduracion de la serie mieloide: el promielocito, la célula mds
inmadura, expresé escasamente tanto el epitopo constitutivo como el epitopo
conformacional PAINS13 (16,9% + 7,5% y 5,6% + 4,2%, respectivamente); estos
porcentajes alcanzaron niveles intermedios en las fases madurativas de mielocito y
metamielocito (32,6% + 17.9% y 32,4% + 17,6%, respectivamente), alcanzando su
maxima expresion en el neutréfilo, la etapa mas madura en esta serie celular (82,4% +

20,2% y 72,1% * 13,6%, respectivamente). Las IMF de ambos epitopos de la molécula
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CD9 siguieron una dindmica muy similar, aumentando conforme avanzé la maduracién

(datos no mostrados)
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Figura 38. Estrategia para la deteccion de CD9 PAINS13 en diferentes estadios madurativos de la serie
mieloide/granulocitica. A) Expresion del epitopo CD9 PAINSI3 en MO total; Se advierte el
desdoblamiento de la expresion del epitopo en la serie mieloide / granulocitica y la expresion mdxima del
epitopo en las células de la serie monocitica (color naranja) respecto de las demds poblaciones medulares;
B) Discriminacion de la serie mieloide (flecha azul) y monocitica (eventos color azul) por SSCy CD33; C)
Discriminacion de la serie mieloide en una poblacion CD10+ y en otra CDI10-. D) Plot que muestra los
distintos niveles de expresion de CD11b en la poblacion mieloide CD10-. E) Expresion del epitopo CD9
PAINS13 enla poblacion CD10— CD11b- (promielocitos); F) Expresion del CD9 PAINS13 en la poblacion
CDI0 — CDI11b+ (mielocito + metamielocito); G) Expresion de CD9 PAINSI3 en la poblacion de
neutrdfilos maduros (CD10+CDI11b+).
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La serie monocitica se identificé en un primer plot de SSC/CD33++ (Figura
39A), mientras que en un segundo plot CD33++/CD14 subordinado al primero se
identificaron monoblastos (CD33++, CD14-), promonocitos (CD33++, CD14+ low) y
monocitos (CD33++, CD14+ intermedio) (Figura 39B-C). El porcentaje de expresion
de los epitopos constitutivo y conformacional de CD9 siguieron una pauta similar al
descrito en la serie mieloide, ya que ambos epitopos aumentaban conforme maduraba la
célula monocitica: el monoblasto expresé un porcentaje intermedio de CD9 constitutivo
y CD9 PAINS13 (76,4% + 14,3% y 45,5% + 10,4% , respectivamente), que se incrementd
en la siguiente fase madurativa de promonocito (94,5% + 6% y 81,1% + 14,9% |,
respectivamente), alcanzando su valor maximo en el monocito, la etapa de mayor
madurez de esta serie (99,1% = 1,7% y 98% + 1,6%, respectivamente). Las IMF de ambos
epitopos de CD9 siguieron el mismo modelo, incrementandose segun progresa la

maduracion (Figuras 39D-F y 40b).
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Figura 39. Estrategia para la deteccion por CF de diferentes estadios madurativos de la serie monocitica
y su expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13. A) Ejemplo representativo de la deteccion de
la serie monocitica atendiendo a sus caracteristicas distintivas de SSC y de mdxima expresion del antigeno
CD33 (flecha naranja). B) Deteccion de los diferentes estadios madurativos de la serie monocitica
atendiendo a la diferente expresion de CD14; C) Expresion de CD9 PAINSI13 en serie monocitica total;
D) Expresion de CD9 PAINS13 en monoblastos; E) Expresion de CD9 PAINS13 en promonocitos; F)
Expresion de CD9 PAINS13 en monocitos.
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Por lo tanto, la expresion de las dos formas de la molécula CD9 y su relacién con
la maduracioén celular difiere entre la serie mielo-monocitica y las CP: mientras que las
formas mas maduras de la serie mielo-monocitica, representadas por neutréfilos y
monocitos, exhiben de forma constante porcentajes muy similares, y muy elevados, de
ambos epitopos de CD9, las CP, que representan la culminacién de la maduracion del

linaje B, presentan una notable heterogeneidad en la expresion de los dos epitopos de esta

molécula.
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Figura 40. Comparacion de la expresion porcentual del CD9 constitutivo y CD9 PAINS13 en diferentes
estadios madurativos de la serie mieloide y monocitica. A) serie mieloide B) serie monocitica. (n = 15)

13. Regulacion de la expresion del epitopo CD9 PAINS13 en las CP de
MO: efecto de la temperatura, de los cationes y de la expresion de
CD49f

Tal y como se ha descrito con el movimiento de difusién transversal de
fosfolipidos y proteinas en el plano de la membrana, el nivel de asociacién de muchas
moléculas de la superficie celular es un proceso caracterizado por su dependencia de la
temperatura. Dado que esta dependencia es especialmente llamativa en los cambios de
conformacidén de algunas proteinas, analizamos a continuacion si la expresion del epitopo
PAINS13 en la molécula CD9 de las CP de MO también estaba afectada por este
pardmetro. Con este objeto, comparamos la expresion del epitopo PAINS13 en las CP de

MO a4°Cy a37°C. Las CP fueron incubadas con su propio plasma aut6logo, sin ningin
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tipo de manipulacidn, a las dos temperaturas antes descritas. En la Figura 41 se muestra
un ejemplo representativo de como el epitopo conformacional se regulé positivamente a
37°C, ya que la intensidad de expresion del epitopo PAINS13 a esta temperatura
aumentaba de media un 30% (n=4) respecto a la detectada a 4°C. Por el contrario, la
expresion constitutiva de CD9 determinada con el AcMo anti-CD9 clon ALB6, fue

practicamente idéntica en ambas temperaturas.
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Figura 41. Ejemplo representativo de la regulacion por temperatura de la expresion porcentual e IMF
(u.a.) del epitopo CD9 PAINS13 (en rojo — expresion a 37°C; en azul — expresion a 4°C; A) Ausencia de
efecto regulador de la temperatura en la expresion del epitopo constitutivo de CD9; B) Aumento de la
expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13 a 37°C respecto a 4°C.

Dado que la conformacion de la molécula CD9 detectada con el AcMo PAINS-
13, al menos en ciertas lineas celulares y en células T primarias de sangre periférica
estimuladas con mitégenos, se ha descrito que depende de la activacion previa de la 1
integrina con, entre otros, cationes divalentes, nos dispusimos a comprobar el efecto del
Mn?* en la expresién del epitopo PAINS13 en las CP de MO. Con este fin, el aspirado de
MO se lavé exhaustivamente con PBS para eliminar todo vestigio de los factores solubles
contenidos en el plasma medular que pudieran estimular la expresion de PAINS13 en las
CP'y, a continuaciodn, se incubd con cantidades crecientes de Mn?*. En la Figura 42A se
muestran dos ejemplos representativos de dos pacientes con MM, uno con expresion “ex
vivo” elevada de CD9 PAINSI13 (caso 1) y otro con expresion baja de este epitopo (caso
2): en ambos casos, la eliminacion del plasma medular no afecté a la expresion del epitopo
conformacional PAINS13 en la molécula de CD9, y en ambos casos la adicion de
cantidades ascendentes de Mn** no modificé el nivel de expresién del epitopo PAINS13.
En contraste, el epitopo de activacion HUTS21 de la 1 integrina (CD29) disminuy6 de
forma significativa en las CP malignas de MO de la mayoria de los pacientes tras la
eliminacién del plasma medular y respondié éptimamente a la adicién de Mn** (Figura
42B).
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Figura 42. Efecto del Mn’* en la expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13 en CP de MM.
A) Ausencia de efecto del cation Mn?** en la expresion de CD9 PAINSI3 en las CP de dos casos
representativos de pacientes con MM. B) Efecto de la adicién de Mn** en la activacion de CD29 (células
CD29 HUTS21+) del paciente del caso 1 de esta figura.

Por ultimo y como ya se ha mencionado, la expresion del epitopo CD9 PAINS13
en los modelos celulares descritos hasta el momento depende de la activacién previa de
B1 (CD29), pero, curiosamente, tan solo cuando B1 se asocia con la cadena a6 (VLA-6;
CDA49f1), dando lugar a la integrina B1/a6 (CD29/CD49f), y no cuando B1 se encuentra
unida a a4 (VLA-4; CD49d). Por este motivo estudiamos la expresion de CD49f en las

CP de MO de pacientes con gammapatias monoclonales. Como puede observarse en la

Tabla 10, el porcentaje de expresion de esta molécula en las CP de MO fue muy variable.
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Tabla 10. Porcentaje e IMF (u.a.) de la expresion de CD49d y CD49f en CP
clonales de MO

% CP CD491+ IMF CD49f (u.a.) % CP CD49d+ IMF CD49d (u.a.)

77,6 (41,8-97,5) | 3.800 (2.800-6.000) 99,6 (98,9 -100) 12.350 (6.500-18.000)

Tabla 10. Porcentaje e IMF (u.a.) de la expresion de CD49fy CD49d en CP tumorales de MO. Entre
paréntesis se muestra el rango intercuartilico de expresion de los porcentajes e IMF de ambas moléculas.
n=72

De hecho, un porcentaje minoritario pero significativo de pacientes evidenciaron
un porcentaje de expresion de CD49f inferior al 20% en sus CP (9% de los casos), en
contraposicion a CD49d, que se expres6 en un 95%-100% de las CP tanto normales como
clonales de MO. De hecho, tan solo en un 4% de casos el porcentaje fue inferior al 90%
de CP CD49d+ y no se detect6 un solo caso con un porcentaje inferior al 40%. En este
sentido, el modo de expresion de CD49f se asemejaba al patron de expresion de CD9
PAINS13 mucho mas que CD49d. De hecho, CD9 PAINS13 y CD49f manifestaban un
patrén de co-expresion en plots biparamétricos claramente compatibles con una expresion
similar de ambas moléculas en la membrana de las CP (Figura 43A y B). Esta co-

expresion fue estadisticamente significativa al comparar los porcentajes (Figura 44).
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Figura 43. Estudio por CF del paralelismo en la expresion porcentual e IMF (u.a.) de la integrina CD49f
y del epitopo conformacional CD9 PAINS13 en dos ejemplos representativos de pacientes con MM: A)
porcentajes e intensidades de expresion (IMF) reducidos tanto de CD49f como de CD9 PAINSI3 B)
porcentajes e intensidades de expresion (IMF) intermedios-altos tanto de CD49f como de CD9 PAINS13
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Figura 44. Similitud en la expresion porcentual e IMF (u.a.) de CD49f'y CD9 PAINS13. Las CP de
pacientes con gammapatias monoclonales se dividieron en dos grupos atendiendo a la expresion baja
(<9.000 u.a.) o intermedia-alta (9.000 u.a.-20.000 u.a.) de la integrina CD49f. A) Diferencias en el
porcentaje de CP CD9 PAINS13+ segiin grupos de intensidad de CD49f (p=0,02); B) Diferencias en IMF
de CD9 PAINS13 segiin grupos de intensidad de CD49f (p= 0,1) (IMF CD49f < 9.000 u.a.; n = 60; IMF
CDA49f: 9.000 u.a. — 20.000 u.a.; n = 5)

14. La expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13 no depende
del nivel de expresion constitutivo o activado de la cadena 1 (CD29)

Considerando los datos precedentes de la literatura cientifica, la expresion del
epitopo conformacional CD9 PAINS13 indicaba, de forma implicita, la activacién previa
de la B1 integrina, ya que en los tipos celulares que se describen en estos trabajos el
epitopo conformacional de CD9 nunca se detectaba si la Bl integrina no estaba
previamente activada. Ademds, el anticuerpo CD9 PAINS co-inmunoprecipitaba la forma

activa y no la inactiva de la cadena 1.

Previamente hemos demostrado que existe una correlacion entre los niveles de
expresion de la forma constitutiva de CD9 con la forma constitutiva de la f1 integrina
(CD29 MAR4) pero no con su forma activada (CD29 HUTS21). Sin embargo, por los
datos antes citados, no era descartable que si pudiera existir una correlacion entre el
epitopo conformacional de CD9 y el epitopo conformacional / activado de la B1 integrina
(CD29 HUTS21). En la Figura 45A y B se muestran ejemplos representativos y en la
Tabla 11 el estudio de significacion, que indicaban que no habia ningin tipo de
correlacion entre el porcentaje o la intensidad de expresion del epitopo CD9 PAINS13 y

el porcentaje o la IMF de la forma constitutiva de la B1 integrina (CD29 MAR4) (p=0,96
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y p=0,23, respectivamente), ni con el porcentaje o la IMF de la B1 integrina activada
(CD29 HUTS21) (p=0,71 y p=0,96, respectivamente). Es pertinente recordar que, por el
contrario, si que existié correlacion entre la expresion de CD9 PAINS13 y la intensidad
de expresion de CD49f. Estos resultados muestran que, en las CP de MO, la adquisicién
del epitopo conformacional CD9 PAINS13 es independiente del nivel de expresion de la
B1 integrina (CD29) o de su activacion, y a su vez son congruentes, por una parte, con la
ausencia de subordinacion de la expresion del epitopo PAINS13 a la presencia de cationes
en el medio y, por otro, a su asociacién con CD49f, una molécula que se expresa de forma

muy variable en las CP de pacientes con MM.
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Figura 45. Patron de expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13 dependiendo de los niveles
de expresion de CD29 MAR4 o CD29 HUTS21. A) Expresion de CD9 PAINS13 en CP de MM con
expresion intermedia de CD29 MAR4. B) Expresion de CD9 PAINS 13 en CP de MM con expresion baja-
intermedia de CD29 HUTS21.
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Tabla 11. Expresion de CD29 MAR4 y CD29 HUTS21 en CP
de pacientes con MM atendiendo al porcentaje de expresion

HUTS21 (u.a.)

1.700 u.a.)

de CD9 PAINS13
CD9 PAINS13 <20 % CD9 PAINS13 > 20%
n=29 n=24 P
%1\%;15329 99,5% (85,5% - 100%) 99% (70% -99%) 0,9664
IMF CD29 MAR4 7000 u.a. (4.000 u,a. - 8.600 u.a. (5.400 u.a. - 0.2354
(u.a.) 10.500 u.a.) 14.600 u.a.) ’
% CP CD29
HUST? 1+ 20% (7,9% - 46%) 25,5% (11,7% - 53%) 0,7161
IMF CD29 1.400 u.a. (1.100 uv.a.- 1.500 w.a. (1.200 - 1.800) 0.9619

Tabla 11. Expresion de la forma constitutiva y activada de CD29 en CP de pacientes con MM
dependiendo del porcentaje de expresion de CD9 PAINS13. Se indica el porcentaje y la IMF (u.a.) de la
expresion de CD29 MAR4 y CD29 HUTS21.
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En estudios previos, nuestro grupo ha demostrado que las CP de MO de pacientes
con MM expresan la forma activa de la integrina CD29 (263) y que la activacion de esta
molécula es dependiente de factores solubles contenidos en el plasma medular, tales como
los cationes divalentes (en especial Mn**) y VCAM-1 soluble (264), y se documenta
parcialmente la heterogeneidad de dicha expresion en diferentes pacientes. Este trabajo
ha abordado el nivel de expresion y la regulacién de la forma activa y constitutiva de
CD29 en las diferentes etapas de la enfermedad, desde MGUS hasta la fase de EEM, y
también la expresion de otras proteinas que puedan reemplazarla en su funcién vy,
especialmente, la expresion y regulacion de la tetraspanina CD9 y su correlacion con los

niveles de expresion y activacion de CD29.

Al realizar por primera vez el estudio de las formas constitutiva y activa de CD29
desde la etapa de MGUS, considerada como la fase inicial y premaligna de la enfermedad
(231), transitando por tres clases distintas de CP malignas en la MO, dos de ellas
atendiendo precisamente a los niveles de CD29, y, por ultimo, las CP tumorales de
territorios distintos a la MO y correspondientes a la EEM, se detecté una progresiva
pérdida de CD29 constitutivo que se acompaid de una pérdida, hasta llegar a la
desaparicion, de la forma activa. Se establece asi una asociacion evidente entre pérdida
de esta integrina y la progresion de la enfermedad. Es pertinente recordar que son muchos
los pardmetros que se utilizan para la estadificacion de la enfermedad, fundamentalmente
clinicos y genéticos (265). Sin embargo, se carece de biomarcadores que anticipen la
progresion y permitan tomar decisiones terapéuticas tempranas y oportunas. A nuestro
Juicio, CD29 se comporta como un excelente biomarcador predictivo de la progresion ya
que la determinacion combinada de sus formas constitutiva y activa con su expresion a la
baja, definen con precision las diferentes etapas de la enfermedad. A su vez, también
mostré correlacion con los estadios II y III del ISS del MM. Esta correlacién aporté un
dato significativo: los casos poco habituales de MM donde el porcentaje de CP no
superaba el 90% de células CD29 MAR4+ se acumulaban en el estadio III de la
enfermedad. Hay que recordar que este tipo de célula muestra alteraciones evidentes para
activar la molécula CD29 y se une pobremente a la FN, ademds de asociarse con un

porcentaje aumentado de CP circulantes, una caracteristica ligada a mal prondstico (266).
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Estos resultados muestran gran interés en los dos extremos de la evolucién de la
enfermedad (MGUS y EEM), ya que es en estas dos etapas donde un factor predictivo de

progresion puede tener un mayor impacto en la toma de decisiones terapéuticas.

Es bien sabido que el MGUS representa una condicién pre-maligna cldsica con un
riesgo bajo de conversion a un proceso maligno, aunque el riesgo de progresion persiste
indefinidamente. Entre los factores de riesgo que predicen la progresion de MGUS a MM,
el aumento del componente monoclonal en el suero (267) o el porcentaje de CP clonales
respecto a la poblacion de CP policlonales (268) parecen jugar un papel relevante. El
grupo de MM de la clinica Mayo propuso un modelo predictivo de progresion a MM
considerando tres factores: que la cantidad de componente monoclonal fuera > 1,5 g/L,
el tipo de Ig implicada (no-IgG) y la presencia de un ratio alterado de cadenas ligeras
libres. La condicién pre-maligna del MGUS, que puede perdurar durante décadas, lleva
implicita evitar que los pacientes con MGUS reciban una quimioterapia / tratamiento
innecesario. Sin embargo, seria interesante contar con un cada vez mayor nimero de
biomarcadores que anticipen la progresiéon del MGUS y que pudieran ser beneficiarios de
un tratamiento “anticipatorio”. En este sentido, la presencia y la permanencia de una
intensidad media de expresion de CD29 constitutivo y una expresion suficiente de la
forma activa indicarian una situacion estable con un riesgo muy bajo de progresion a MM.
Por el contrario, aunque en el MGUS el porcentaje de casos que expresan niveles
alterados de CD29 es claramente inferior al observado en pacientes con MM, si que se
detect6 un pequeno porcentaje de pacientes con MGUS que mostraron esta alteracion
desde el mismo momento de su diagndstico, sugiriendo una futura progresion acelerada
respecto al resto. Logicamente, se necesita un seguimiento a medio y largo plazo de este
pequeio porcentaje de pacientes con MGUS para constatar que la pérdida de expresion
de CD29 puede estimular el paso desde MGUS a la condicién maligna de la enfermedad.
Un planteamiento similar podria aplicarse a los pacientes con MM smoldering

(quiescente o asintomético).

Es particularmente destacable el resultado obtenido con las CP de MO de los
pacientes con EEM, ya que conforman un tipo de CP que reside ain en el nicho medular
y donde la expresion de CD29 se ha desplomado, diferencidndose de la anterior categoria
de CP, ya caracterizada por una pérdida notable de la integrina. Es decir, una intensidad
de expresion muy baja de CD29 en MO puede considerarse un preludio creible de una

futura EEM. La credibilidad de estos hallazgos fenotipicos se amplifica con los resultados
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de los estudios funcionales, ya que las CP de MO de los pacientes con EEM mostraron
tanto una capacidad de activacién de la molécula CD29 tras la adicién del Mn** como

una capacidad de unién a FN adn perceptibles pero muy bajas.

A su vez, los resultados obtenidos en los pacientes con EEM son particularmente
relevantes ya que es muy escaso el conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados en el comportamiento biolégico de las CP tumorales que infiltran tejidos
blandos o, en general, territorios ajenos a la MO. Se considera que en los pacientes con
EEM debe de haber una alteracion en la via de sefalizacion mediada por CXCR4, dado
el papel esencial de esta molécula en el homing y la expansion de las células de MM.
Roccaro et al, en un modelo basado fundamentalmente en lineas celulares de MM, asocia
la EEM a la sobreexpresion de CXCR4 en las células malignas y a un patrén
transcripcional que marca una transicion epitelial-mesenquimal (269). A su vez, se ha
asociado la acumulacién en el nucleo de p53 y las mutaciones en esta proteina con la
progresion del MM hacia formas mas agresivas de la enfermedad como el MM
extramedular (270). También se han descrito alteraciones en moléculas de adhesion como
CD44 o CD56 (271) asociadas a la evolucién del MM hasta su etapa de EEM. Y, mas
recientemente, se ha demostrado en un modelo murino que la desaparicion de VLA-4 en
las células de MM mediante la técnica CRISPR/Cas9, redujo la enfermedad medular e
incremento la afectacion extramedular (272). Nuestros resultados aportan nuevas claves
para la comprensién del comportamiento del tumor, ya que indican que la pérdida
continua de CD29, en sus dos estados, a lo largo de la evolucién de la enfermedad,
culmina con la mds acusada de las pérdidas en la forma constitutiva y la desaparicion
literal de la forma activa en las células del LP. Estos hallazgos correlacionaron con la
refractariedad total de la integrina para activarse in vitro y con una capacidad adhesiva a
FN practicamente inexistente. Estas alteraciones tan dristicas en la expresion y en la
funcion de CD29 muy probablemente estdn asociadas al comportamiento bioldgico tan
andmalo que estas células muestran in vivo. La primera de ellas se corresponde con el
crecimiento en suspension de las CP aberrantes del LP, la antitesis del comportamiento
de una CP clonal o policlonal de MO, donde su fuerte anclaje a varios componentes del
microambiente le confiere su naturaleza sésil. A su vez, la pérdida del anclaje a FN de las
CP en el liquido pleural posiblemente justifique cambios tan acusados como los que se
observan comunmente en el tamano de la célula tumoral. De hecho, son bien conocidas

las caracteristicas citologicas de las CP de MM en los pacientes con EEM (273). Atn asi,
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es muy probable que otros factores influyan en el tamafio de la célula (274) ya que, como
observamos en nuestros experimentos, las CP tumorales que se mantienen en la MO no
modifican su tamafio o, si lo hacen, no lo hacen de forma tan ostensible (datos no
mostrados). A su vez, la pérdida cuantitativa y cualitativa de CD29 es posible que esté
también relacionada con cambios en otras funciones celulares esenciales como son las
diferentes modalidades de muerte celular y la proliferacion (274, 275). En cierto modo,
estos cambios tan radicales manifestados por las CP tumorales extramedulares ubican a
la EEM en un terreno mds préximo a un tumor proliferativo que a un tumor por

acumulacion.

En la literatura cientifica, la implicacion de las B1 integrinas en la progresion del
MM puede parecer contradictoria, ya que mientras algunas publicaciones asocian la
progresion con la pérdida de CD29, otras demuestran el mantenimiento o incluso la
sobreexpresion de estas moléculas de adhesion como un evento importante en la
progresion de la enfermedad (277). En realidad, esta paradoja parece apuntar hacia dos
hechos diferenciados. El mantenimiento o incluso el aumento de la expresion estd en
concordancia con la resistencia al tratamiento, ya que la CP que estd mds fuertemente
adherida a los diferentes elementos del microambiente de MO incrementa su resistencia
a varios tipos de quimioterapicos (278), lo que conduce a la progresion de la enfermedad
entendida como un mayor compromiso 0seo (279). Este tipo de comportamiento podria
asemejarse al de la extension local de un tumor sélido (280). Por el contrario, la pérdida
de expresion de la integrina conduciria a un comportamiento biolégico y clinico asociado
a la propagacion de las CP a territorios ajenos a su asiento natural (281). Un

comportamiento que en los tumores sélidos se asemejaria a las metastasis (282).

Para completar nuestro estudio, modificamos un protocolo de permeabilizacion
ya descrito con el objeto de detectar en CP la proteina FAK fosforilada (283), con la idea
de explorar por CF no solo la activacién de CD29 por la via outside-in (estimulo con
cationes), sino también una proteina relacionada con la activacién de las integrinas por la
via inside-out. Aunque los resultados son muy preliminares, se evidencié una intensidad
de expresion mayor de FAK fosforilada en las CP con la intensidad mayor de CD29

MARA4.

Por otro lado, y respecto a la pérdida cuantitativa de CD29, observamos que un

porcentaje significativo de pacientes con MM que expresaban bajos niveles de CD29
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mantenian, sin embargo, niveles de expresiéon normales de CD49d (la cadena o que se
une en mayor cuantia a la cadena Bl en CP), y que estos pacientes expresaban niveles
intermedios o altos de la integrina B7. De los 8 tipos descritos de cadenas 3, B7 y B1 son
las tnicas que pueden unir 04 (CD49d) (284). Este resultado apuntaba hacia un balance
en la expresion de ambas moléculas en este grupo de pacientes, de manera que la pérdida
cuantitativa de B1 (CD29) es compensada con una mas alta expresion de 7. En otras
palabras, que la expresion génica de la cadena Pl parece regular negativamente la
expresion génica de B7 (y viceversa). Hay que recordar que la expresion de 7 y también
de B7 activada en las CP de MM esta bien documentada (285, 286), pero no asi su posible
expresion balanceada respecto a 1. Por lo tanto, este fendmeno no ha sido antes descrito
en CP, aunque si que estd descrito como mecanismo compensatorio de la expresién de
ambas cadenas B en tipos celulares muy concretos, tales como los linfocitos T CD4+ de
ratén usados como modelo de encefalomielitis autoinmune experimental , similar a la
esclerosis multiple en humanos, donde la pérdida del gen de la 1 (287) integrina se
compensa con un aumento de la aLB2 integrina (CD11a/CD18) y la B7 integrina, aunque
este aumento no tuvo ningun efecto en la imposibilidad que, en este modelo, manifiestan
las células T para migrar al SNC. También en cardiomiocitos murinos se ha descrito este
efecto compensatorio (288), de manera que la eliminacion de la cadena 1 en los miocitos
en ratones knock-out, se tradujo en una clara sobre-expresion de 7, sin que hubiera
ningln efecto en la expresion de la cadena 3, y con una desaparicion casi completa de

la funcionalidad del miocito, lo que condujo a una fibrosis cardiaca.

De igual manera que en los dos tipos celulares antes descritos la disminucién (o
la ausencia) de la cadena B1 modifico propiedades funcionales de los mismos (cambio en
el patron de alojamiento y fibrosis, respectivamente), en las CP la disminucion de B1
(CD29), tanto a nivel constitutivo como activado, altera su capacidad de activacién in
vitro con cationes y reduce su capacidad de adhesion a FN, tal y como esta descrito por
nuestro grupo (289). Con los actuales resultados resultaba imperativo un nuevo abordaje
experimental que tuviera en cuenta el incremento notable del nivel de la integrina 37 en
una fraccion importante de los pacientes con MM que han experimentado en sus CP una
down-modulation de la cadena B1, y comprobamos que el aumento de B7 no fue capaz de
restaurar la eficacia activadora del Mn?* ni tampoco la capacidad de unién a FN. Respecto
a la activaciéon mediada por cationes, el resultado obtenido fue el previsible ya que, al

menos en nuestro conocimiento, en humanos no existen células primarias en las que se
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haya demostrado que B1 y B7 establezcan algtn tipo de interaccidon en la membrana que
hubiera podido afectar a la capacidad activante de los cationes sobre B1. Respecto a la
unién a FN en los ensayos de adhesion, la poblacion de CP de MM con fenotipo 7
aumentada B1 disminuido se unié a FN con menor potencia que la poblacion de CP con
fenotipo B7 bajo B1 intermedio. Habida cuenta que uno de los ligandos de 047 es la FN
(290), no era descartable que la elevada expresion de a4p7 en esta poblacion de CP
alcanzara un vigor similar al de la poblacion méas comun de CP con 7 bajo y Bl
intermedio. Y aunque la capacidad bloqueante del anticuerpo anti-f7 para inhibir la unién
a FN fue, proporcionalmente, bastante mayor en las CP con un nivel mas alto de 7, la
unién total a FN, como ya se ha mencionado, fue significativamente inferior. De hecho,
los anticuerpos anti-B1 manifestaban un efecto bloqueante superior a los anticuerpos que
bloqueaban 7. Este hecho es debido, con toda certeza, a la mayor afinidad que muestran
las B1 integrinas (en especial 04P1) en su unidén a FN respecto a las f7 integrinas (en

concreto, la 047 integrina), documentado en multitud de tipos celulares (291).

Los resultados obtenidos con la expresion de las formas constitutiva y activa de
CD29 en las CP como marcadores fenotipicos de progresion y su correspondencia como
marcadores de funcionalidad (ensayos de activacion y de adhesion a FN) nos indujo a
explorar la expresion de las tetraspaninas, dada la interaccion que la B1 integrina establece
en la membrana con este tipo de proteinas. Y nos centramos, casi en exclusiva, en CD9,
por estar descrito un epitopo conformacionalmente activo (PAINS13) dependiente de la

activacion previa de CD29 (132).

CD9 en su forma constitutiva se expresé de forma muy variable en las CP
normales y en las CP clonales tanto de pacientes con MGUS como con MM. La expresion
de CD9 en las CP de MO ya fue descrita por Zandecki et al (292) y otros autores (293).
En concreto, la variabilidad fue extrema en el caso de las CP de MM, y este resultado
debe ser considerado en el caso de que CD9 quiera ser utilizada, como abogan algunos
autores, como potencial diana terapéutica: un grupo minoritario de pacientes expres6 CD9
en un porcentaje bajo de CP, mientras que, en otro grupo mas numeroso, una poblacién
cercana al 50% tampoco lo expreso (259). Por lo tanto, y contrariamente a la terapia con
anticuerpos anti-CD38, donde se tiene la absoluta certeza de la expresion del antigeno en
la membrana de las CP (294), los AcMo anti-CD9 como futura terapia biologica deberd
ir acompafiada de un estudio de CF que etiquete a cada paciente dependiendo de la

expresion alta, intermedia o baja de este antigeno. En cuanto a la asociacién de CD9 y
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CD29 en las CP, no hubo correlacién porcentual, como cabia esperar dada la expresion
cercana al 100% de CD29 y el porcentaje muy variable de expresiéon de CD9. Sin
embargo, si que se evidencid una correspondencia significativa en la intensidad de ambos
antigenos. Como es bien sabido, la tetraspanina CD9 regula la activacion de la integrina
B1 en numerosos tipos celulares (295, 296), de manera que la similitud en la intensidad
de ambos antigenos posiblemente sea debido a la necesidad de la interaccion entre ambas
moléculas en la membrana. En cualquier caso, la correlacién entre la intensidad de
expresion de CD9 y CD29 se amplificé de forma sobresaliente cuando se incluyé el
marcador CD81 en la estrategia de andlisis: la expresiéon de CD29 fue débil en la
poblacién de CP CD9-CDS81- y médxima en la poblacion CD9+CD81+, con una intensidad
intermedia en las poblaciones CD9-CD81+ y CD9+CD81-. Hay que recordar que las
tetraspaninas no solo se asocian en la membrana con moléculas especificas tales como
CD29, sino que también interaccionan entre ellas dando lugar a complejos
multimoleculares que pueden tener una gran importancia en la formaciéon de metéastasis
(297). Es por lo tanto plausible que en un grupo de pacientes con MM se establezca en la
membrana de las CP una fuerte asociacion entre CD9, CD81 y CD29, con implicaciones

todavia desconocidas.

Las CP clonales expresaron el epitopo conformacional CD9 PAINS13, un epitopo
expresado en la molécula CD9 que es dependiente de la activacion previa de CD29 (132).
Es, por lo tanto, un epitopo que vincula funcionalmente a ambas moléculas. El porcentaje
de expresion de CD9 PAINS13 en las CP fue variable, desde aquellos casos en que los
porcentajes de la forma constitutiva de CD9 y la forma CD9 PAINS13 fueron similares,
hasta casos en que el porcentaje de CD9 constitutivo fue claramente superior al de la
forma CD9 PAINS13. Esta forma de expresion no coincidié con el observado en otras
poblaciones de MO: la expresion de CD9 PAINS corria paralela a la expresion
constitutiva de CD9 tanto en la monopoyesis como en la mielopoyesis, alcanzando
practicamente el 100% de expresion en sus formas mas maduras (monitos y neutrofilos,
respectivamente) (297, 298). Este patron de expresion no se reprodujo en las CP, la
poblacién mds madura de la serie linfoide B. La naturaleza clonal de la poblacién no
parece ser la razon, pues este comportamiento también pudo ser visto en CP normales. Es
posible que el hecho de que una parte importante de la maduracién / diferenciacion de la
CP se haya producido en otros territorios pueda explicar esta diferencia. Constatamos que

PAINS13 se comporta como un epitopo conformacional en las CP, como evidenciaba su
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expresion dependiente de la temperatura, y también, de forma indirecta, su probable
asociacion con la cadena CD49f (06). Sin embargo, en contraposicion a lo descrito en la
literatura, la expresion del epitopo conformacional CD9 PAINS13 no parecié depender
de la activacion previa de la integrina B1, ya que no correlacioné con los niveles de
expresion del epitopo HUTS21 ni se modificé en ensayos in vitro en los que se indujo la
activacion de CD29. A pesar de este resultado, no se descarta que la activacion previa de
CD29 sea necesaria para la exposicion del epitopo PAINS13 en la molécula CD9, ya que
puede ser otro el estimulo activante que actie por una via diferente a los cationes. Més
probable es que la necesidad de la activaciéon de CD29 como una etapa anterior a la
apariciéon del epitopo conformacional CD9 PAINS13 esté asociado a ciertos tipos
celulares y no a otros (300). De hecho, tal asociacién se ha descrito solo en lineas
celulares (ninguna correspondiendo con una linea de CP) y, en el caso de células
primarias, tan solo en células T humanas activadas con mitégenos. Por tltimo, la
activacion de las tetraspaninas depende con claridad del colesterol y otras moléculas
presentes en la membrana citopldsmica, sin que los cationes hayan demostrado un papel

relevante en dicha activacién (119, 300).
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10.

La expresion cuantitativa de la forma constitutiva de CD29 y la cuantia de la
activacién de esta molécula en las CP de las gammapatias monoclonales

disminuye continuamente conforme progresa la enfermedad.

Dicha disminucién estd acompafiada por la incapacidad progresiva de CD29 para

activarse en presencia de cationes y por una reduccidn creciente de su uniéon FN

La refractariedad a la activacién por cationes y la incapacidad de unién a FN

fueron médximas en la EEM, la etapa mds avanzada de la enfermedad.

La reduccion tanto de la expresion de la forma constitutiva de CD29, en términos
cuantitativos, como de la activacion de esta molécula, pueden ser considerados

como biomarcadores de la progresion de la enfermedad.

La pérdida de expresion de CD29 en un bloque de pacientes con MM es

contrarrestada por un aumento de expresion de la integrina 7.

Este aumento de expresion de B7 no corrigié la incapacidad de CD29 para

activarse mediante Mn?* ni mejor6 la adhesién a FN.

La tetraspanina CD9 en su forma constitutiva se expresa de forma variable en las
CP de MO, tanto normales como clonales, correlacionando con la intensidad de

expresion de la B1 integrina (CD29) en su forma constitutiva.

La expresion de la tetraspanina CD81 junto a CD9 amplifica el nivel de expresion

de la forma constitutiva de CD29.

La molécula CD9 de las CP clonales de MO expresan en porcentaje variable el

epitopo conformacional PAINS13.

Las formas mas maduras de las series granulocitica y monocitica de MO
expresaron en su prdictica totalidad el epitopo PAINS13, en contraste con la
expresion desigual observada en la etapa de maxima madurez del linaje B, la CP,

sugiriendo vias distintas de regulacion.
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11. El epitopo conformacional CD9 PAINSI13 en CP de MO es dependiente de
temperatura, estd asociado a una expresion intermedia-alta de CD49f y no fue

dependiente de cationes.

12. La regulacién antes descrita del epitopo CD9 PAINS13, asi como la absoluta
ausencia de correlacion entre los niveles de este epitopo y los niveles de la B1
integrina (CD29) en sus formas constitutiva o activada (epitopo conformacional
HUTS21), sugieren mecanismos de regulacion distintos en los cambios

conformacionales de CD9 y CD29.
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