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Introduccion

INTRODUCCION

1. Leucemia linfocitica crénica.

La Leucemia linfocitica crénica (LLC) es un sindrome linfoproliferativo crénico
(SLPC) de linfocitos B que expresan el antigeno CD5, propio de linfocitos T.
Comunmente suele diagnosticarse en personas de edad avanzada, principalmente
entre los 67 y los 72 aflos, y mas frecuentemente en hombres que en mujeres (1,7:1)
(Hallek 2015).

Las células LLC se acumulan en la Médula Osea (MO) y sangre periférica (SP) vy,
en los casos mds agresivos, en bazo y Ganglios linfaticos (GL). La LLC presenta una
evolucidn clinica muy heterogénea, pudiendo encontrar individuos que conviven con la
enfermedad durante afios sin requerir tratamiento, a casos clinicos muy agresivos que
requieren de tratamientos tempranos. Distintos parametros clinicos sirven para
clasificar el estadio de la enfermedad utilizandose, fundamentalmente, los definidos
por Rai (Rai y cols. 1975) y Binet (Binet y cols. 1981) (Tabla 1 y 2). Sin embargo, estos
criterios de clasificacién no son suficientes para pronosticar el curso clinico de la
enfermedad por lo que actualmente se estdn investigando nuevos marcadores
moleculares tales como expresién de CD38 (Damle y cols. 1999) y ZAP70 (Crespo y
cols. 2003, Wiestner y cols. 2003), el estado mutacional de los genes que codifican
para la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulinas (IgHV) (Damle y cols.
1999, Hamblin y cols. 1999) y la presencia de ciertas alteraciones citogenéticas,
principalmente, deleciones (d13q, d11q y d17p) y trisomia 12 (Tri12) (Dohner y cols.
1999).

Actualmente, la LLC es considerada una enfermedad incurable por lo que se
hace necesario un mejor conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares de

su patobiologia.

Un aspecto critico de esta enfermedad es la colonizacidon de GL por las células
leucémicas (LLC) puesto que alli pueden establecerse nuevos microambientes o nichos

tumorales que presumiblemente contribuyen a la progresién clinica de la enfermedad,
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su agravamiento y donde es posible que las células leucémicas se escapen de la terapia
farmacoldgica (O'brien y Kay , Munk Pedersen y Reed 2004). Esta infiltracion de tejidos
linfoides es responsable del desarrollo de alteraciones inmunoldgicas que, junto a las
hematoldgicas derivadas de la disfuncién de la MO, llevan a la aparicion de
inmunodeficiencias, procesos autoinmunes, anemia y/o trombocitopenia que tienen
lugar en los casos mas graves de la enfermedad (Hamblin 2002, D'arena y cols. 2003,

Keating y cols. 2003, Ghia y cols. 2008).

Tabla 1. . Sistema de estadios clinicos de Rai para la LLC.

(Esf:cilio) Linfocitosis* Linfoadenopatia E;z:f:tzrr:'zggzlliiaa/ Anemia* Trombocitopenia* gf,l::iic::i?igsd;
0 Si No No No No Bajo
| Si Si No No No Intermedio
Il Si Si/No Si No No Intermedio
I Si Si/No Si/No Si No Alto
v Si Si/No Si/No Si/No Si Alto

* Linfocitosis: > 15.000 mm3, Anemia: Hb < 11 g/dL, Trombocitopenia: < 100.000 mm3

Tabla 2. Sistema de clasificacion Binet para la LLC.

Binet Linfocitosis*  Areas linfoides afectadast TroQEE::?ti:;:nia* Co:;::;;r;gieénnci:ati:on
A Si Menos de 3 No Estadio O, Iy Il
B Si 3 omas No Estadio l y Il
(€ Si Independiente Si Estadio lll y IV

T Incluyen ganglios linfaticos cervicales, inguinales y axilares ya sea unilaterales o bilaterales,

higado y bazo. * Linfocitosis: > 15.000 mm>, Anemia: Hb < 11g/dL, Trombicitopenia: < 100.000
3

mm

En los tejidos linfoides infiltrados, las células LLC se organizan en estructuras
denominadas pseudofoliculos, que corresponden a focos de proliferacién y
supervivencia (Ghia y Caligaris-Cappio 2000, Hamblin 2002, D'arena y cols. 2003,
Keating y cols. 2003, Munk Pedersen y Reed 2004, Ghia y cols. 2008), y de forma
masiva obliterando completamente el GL originando linfoadenopatias (GL agrandados,

> 1cm). Actualmente, numerosos estudios estan permitiendo avanzar en el
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conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares que median en la formacién
y/o mantenimiento de estos microambientes incluyendo aquéllos relacionados con el
tréfico, entrada y salida, de las células LLC en los tejidos linfoides. En este sentido,
distintos estudios apuntan hacia un posible papel de quimiocinas y sus receptores asi
como de moléculas de adhesion esenciales en la entrada y retencidn de linfocitos en la
condicién sana (Bono y cols. 2007, Kehrl y cols. 2009, Burger y Gribben 2014) asi como
moléculas implicadas en la salida tales como Esfingosina 1 fosfato (S1P, Sphingosin 1

phosphate) y sus receptores (Kabashima y cols. 2006, Baeyens y cols. 2015) (Figura 1).

Salida del Entrada al
Ganglio linfatico Vaso linfético aferentes Ganglio linfético
®
Capsula v
Centros
o germinales
o8 -
) S L) P L ¢ oo B
Vénulas b‘ @ BeR N J Vénula de endotelio alto
linfético/sanguineo ./; Ty ‘@ . Hev (HEV)
Corteza ® / A
M) N e Lo
Y & \ 0’. ¥
L ) "$. . Medula *®
s ] ®
5 .
® kK
Rk
‘A
[’x @ Linfocitos B ccL9
y @ Linfocitos T 4 cxcL12
Vaso linfético eferentes i S1PR1 A CXcL13
Arteria i CCR7/CXCL12 4 s1pP

Figura 1. Proceso de entrada y salida de linfocitos en ganglios linfaticos (GL).

Los linfocitos entran al GL (derecha) a través de las vénulas de endotelio alto (HEV),
migrando desde la parte apical (luminal) de la célula endotelial hacia la parte basal,
mayormente, en respuesta a las quimiocinas CCL19 y CXCL12. El proceso de salida,
(izquierda) esta regulado, principalmente, por esfingosina 1 fosfato (S1P) presente en altas
concentraciones en sangre y linfa. Este proceso de salida estd determinado por la alta
expresion del receptor 1 de esfingosina 1 fostato (S1PR1) en los linfocitos y puede tener
lugar tanto a través de vasos linfaticos como sanguineos.

2. Migracion trans-endotelial (TEM)

Clasicamente, se ha considerado que la extravasacion de las células LLC en GL
podria tener lugar a través de las HEV de modo similar al proceso descrito para
linfocitos (Figura 2) si bien este extremo aun no ha sido del todo demostrado. Por otra

parte, la existencia de algunos trabajos indicando un posible efecto de la migracién
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trans-endotelial (TEM) en la supervivencia de diferentes tipos celulares como
granulocitos (Mcgettrick y cols. 2006), linfocitos T (Borthwick y cols. 2003) o
precursores de monocitos CD34°CD14"(Ferrero y cols. 2003), sugeria que el contacto
fisico de las células LLC con los endotelios durante la extravasacion podria tener un

papel en la supervivencia de estas células contribuyendo a la infiltracion de los GL.

A Migracién de Linfocitos B

Intersticio

élula Endotelial
Adhesion y

Rodamiento e

Linfocito ., RO, T : 5
= inmovilizacion Activacién  migracion lateral
‘Lumen = P Diapédesis
Vascular 2 1 B - — A
oD o A v
e ectinas > < Quimioquinas )
5 Integrinas ) >
Diapédesis Paracelular Diapédesis Transcelular
(Migracion entre células endoteliales) (Migracion a través de una sola célula endotelial)
N
Apertura /

-~ Paracelular

@ Xe el SN
‘\_-/ “Apertura

Transcelular

Figura 2. Proceso de extravasacion de los linfocitos B.

A) Etapas del proceso de migracién de los linfocitos a través de endotelio vascular. La
diapédesis se puede dar de dos maneras; B) A través de aperturas entre las uniones de
célula-célula llamada “Paracelular” o bien, C) la llamada “Transcelular” que se da mediante
aperturas en la membrana de una sola célula mediada principalmente por vesiculas y/o
caveolina. Adaptado de: Christopher V. Carman, Journal of Cell Science 2009

La capacidad de TEM de las células LLC esta ampliamente relacionada con la
expresion de la integrina a4 (CD49d) que en conjunto con al (CD11a) contribuyen al
mejoramiento de la TEM en pacientes con adenopatias (Till y cols. 2002, Miyasaka y
Tanaka 2004, Till y cols. 2005, Hartmann y cols. 2009, Zucchetto y cols. 2009). Estudios
in vitro han reportado que los contactos fisicos con el endotelio a través de las cadenas
de integrinas B1y B2 rescatan a las células LLC de la apoptosis espontanea (Maffei y
cols. 2012), de manera interesante a4 también puede ademas, mediar la supervivencia
de las células LLC dependiente de los contactos célula-célula dentro del microambiente

(Trinidad y cols. 2009, Maffei y cols. 2012). Esta caracteristica ha sido asociada con
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grupos de peor prondstico, como los pacientes con ausencia de mutaciones en el gen
de la regidn variable de la cadena pesada de inmunoglobulina (IgHV no mutado, UM) o
aquellos con expresiéon de CD38. En conjunto estas evidencias sugieren ampliamente
gue la extravasacion dependiente de integrinas puede estar fuertemente vinculada a

una mayor supervivencia, la cual necesita ser comprobada.

3. Supervivencia y apoptosis

En los tejidos linfaticos infiltrados las células LLC reciben sefiales extrinsecas de
supervivencia y proliferacion que provienen de diferentes tipos celulares del
microambiente tales como células nurslike (NLC), células mesenquimales de estroma
(MSC), células T CD4", células asesinas naturales (NK), células foliculares dendriticas
(FDC) y células endoteliales, que las protegen de la apoptosis espontanea (Burger

2011, Ten Hacken y Burger 2016).

Ensayos in vitro de co-cultivos han demostrado que las células endoteliales a
través de factores solubles o contactos fisicos protegen a las células LLC de la apoptosis
espontanea. Niveles elevados de proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2, Mcl-1 y Bcl-XL
han sido encontradas en co-cultivos con células endoteliales incrementando la
expresion de CD38 y CD49d vy la activacion de NF-kappaB (Buggins y cols. 2010).Por
otra parte, en otros estudios se observd que la unidn de las células LLC a monocapas
de células endoteliales protegia de la apoptosis espontanea a través de los contactos
célula-célula (Badoux y cols. 2011), sugiriendo que podrian tener efectos similares in
vivo dentro de los tejidos infiltrados, sin embargo esto no esta del todo demostrado
(Long y cols. 1995, Moreno y cols. 2001, Ghia y cols. 2008, Buggins y cols. 2010, Badoux
y cols. 2011, Burger 2012, Maffei y cols. 2012).

4. Receptores Eph y ligandos ephrin
Los receptores Eph (Erythropoietin-producing hepatocelullar carcinoma), son la
familia mds numerosa de los receptores de membrana con actividad Tirosin-Kinasa; se

unen a sus ligandos ephrin (Eph receptor interacting protein) que en un principio
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fueron denominados LERK (Ligands for Eph-Related Kinases) (Beckmann y cols. 1994).

Actualmente en humanos se conocen dos subfamilias que son clasificadas basandose

en la homologia de la secuencia del dominio de unién y en la afinidad del ligando al

gue se unen; Eph A (EphA1 —A8 y EphA10) que se unen preferentemente a ligandos de

clase A (ephrin A1-A6) anclados a la membrana plasmdtica via GPI, mientras que los

receptores Eph B (EphB1-B4 y EphB6) se unen a ligandos tipo B con un dominio

transmembranal (ephrin B1 — B3) (Gale y cols. 1996, 1997, Kania y Klein 2016) (Figura

3)

Region
‘_ citoplasmatica

Intracelular

Membranacelular

GPI
ephrinA i RBD ephrinB

&

Espacio LBD
extracelular EphA Dominiorico en Cys EphB
~  Sushi/EGF-like
FN
Region TM

Membranacelular,

TK

Intracelular

SAM .

PDZ

Figura 3. Estructura de Eph y ephrin.

Esquema representativo de los receptores tirosin cinasa y sus ligandos ephrin localizados en
la membrana celular en el lado extracelular. La estructura de los receptores Eph esta
compuesta por un dominio de union del ligando (LBD) que se une al dominio de unién del
receptor (RBD) de ephrin, seguido de un dominio rico en cisteina (Cys) que abarca los
dominios Sushi y el motivo similar al factor de crecimiento epidermal (EGF-like) y dos
dominios de fibronectina (FN). El lado intracelular estd compuesto de una regién
transmembrana (TM), dominio tirosin kinasa (TK), un motivo SAM y el dominio PDZ. Los
ligandos ephrin se dividen en clase A y B: La clase A estan anclados a la membrana, unidos
via glicosilfosfatidilinositol (GPI), mientras que la clase B tiene un dominio transmembrana
(TM), una pequefia regién citoplasmatica y un dominio PDZ. La interaccion de Eph-ephrin
da como resultado la fosforilacién de los residuos de tirosina (P) encontrados en el domino
juxtamembranal entre los dominios TK y TM, asi como también en los dominios TK y SAM.
Adaptado de Hong-Qing Xi y Xiao-Song Wu. J. Cell Mol. Med. 2012
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Las interacciones entre Eph y ephrin se dan de manera promiscua dentro de
cada subclase con mayor o menor afinidad entre unas y otras, pero también se han
descrito interacciones entre las dos diferentes clases (A y B) (Kullander y cols. 2001,
Kullander y cols. 2003). La unién Eph/ephrin ejerce su accion mediante mecanismos de
atraccion/repulsion celular que dependen del contacto directo entre células vecinas
donde cada una transduce sefiales independientes en cada interaccion celular
(Kullander y Klein 2002, Pasquale 2008).

La fosforilacion juxtamembranal en los receptores es requerida para la funcion
TK, la cual es crucial para muchas Eph induciendo la sefializacién y respuesta bioldgica.
La fosforilacién ademads ocurre en el dominio intracelular de las moléculas ephrin-B.
Por tanto los receptores Eph como los ligandos ephrin pueden sefalizar hacia el
interior de la célula que las expresa donde la sefializacién por parte del receptor Eph se
denomina “sefial adelante” (forward) y la sefal que produce el ligando ephrin se
conoce como “sefial inversa” (reverse) (Steube y cols. 1999). Esta interaccion
Eph/ephrin implica frecuentemente una sefalizacion bidireccional y un papel
auténomo o no de la célula que la expresa (Davy y Soriano 2005, Pasquale) Hong-Qing

Xi 2012 (Figura 4).

N N N

Sefalizacién Sefalizaciéon

T Reverse T Reverse Tseﬁal *NoSeﬁal

J P)J J
-

-

EphA/ephrinA
EphB/ephrinB
Trans

Sefial No Sefial

Figura 4. Sefializacion Forward y Reverse de Eph y ephrin.

La unién de Eph/ephrin para iniciar la sefial debe dar lugar a la formacién de tetrameros,
ambas clases de receptores Eph vy ligandos ephrin pueden activar una sefializacion
bidireccional (izquierda). Sefializaciéon forward hacia los receptores y sefializacion reverse
hacia los ligandos. Los Eph y ephrin expresados en diferentes células interactlan en trans, e
inducen sefializacién bidireccional, mientras que la interaccion Eph/ephrin co-expresada en
la misma célula da lugar a interacciones en Cis impidiendo la sefial (derecha). Adaptado de
Hong-Qing Xi y Xiao-Song Wu. J. Cell Mol. Med. 2012
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La sefializacidn a través de Eph/ephrin participa en multiples procesos entre los
gue se encuentran la regulacién de la adhesidn celular via integrinas o cadherinas
mediante su conexién con distintos componentes del citoesqueleto modificando la
forma y el movimiento celular, ademas de estar implicadas en otros procesos como las
respuestas quimiotdacticas, la supervivencia y la proliferacion celular (Pasquale , Xiy

cols. 2012, Kania y Klein 2016) (Figura 5).
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Figura 5. Seiializacion bidereccional de Eph y ephrin.

Tras la union del receptor Eph con el ligando ephrin se inicia una sefalizacion en ambas
direcciones, en las que distintos miembros de la familia pueden inducir los siguientes
mecanismos: A) ephrinA5 es capaz de reclutar y activar FYN miembro de la familia de Src, quien a
su vez activa MAPK induciendo cambios en la arquitectura y adhesion celular. B) EphA4 activa la
transduccién de sefiales y STAT3. EphA activa directamente GTPasas de la familia Rho (RHOA,
RAC1 y CDC42) a través del factor de intercambio Ephexin. Esta via ademds implica a EphA2
sefializando a través PI3K en células endoteliales, inhibicion de Akt e inactivacion de FAK a través
de SHP2 fosfatasa y activacién de RHO a través de FAK. EphAl inhibe ILK. C) ephrinB a través de
GRB4 que contiene un dominio SH2 puede generar a una red de seializacién que modifica la
morfologia celular. ephrinB1 impide los contactos focales a través de GRB4. La fosfatasa PTP-BL
desfosforila ephrinB e inactiva Src. PDZ-RGS3 se une a ephrinB y cataliza la hidrolisis de GDP en la
subunidad G-alfa del heterotetramero GPCR que es ademads inhibido por SDF1 mediando la
guimiotaxis a través de CXCR4. D) EphB la sefial forward a través de este tipo de receptores activa
RAC1 y CDC42 a través de los factores de intercambio KALIRIN e Intersectin respectivamente.
Ademas pude activarse Ras GAP que inhibe H-RAS y R-RAS. EphB2 regula posicionamiento via
PI3K. EphB4 suprime la tumorogenisis celular en cancer de mama a través de la via Abl-Crk. EphB2
regula la proliferacion celular a través de la via Abl-cyclin D1. Adaptado de Hong-Qing Xi y Xiao-
Songllg/u. J. Cell Mol. Med. 2012
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Se ha descrito que Eph y ephrin juegan un papel critico en cancer donde
presenta una dualidad en las interacciones celulares. Por un lado alteraciones en la
expresion o la agrupacion y activacion de estas moléculas son consideradas supresores
tumorales principalmente por su restriccion invasiva o progresién tumoral, pero
también se ha senalado que participan facilitando la neo-angiogénesis, la invasion
tumoral y las metastasis (Batlle y cols. 2005, Noren y Pasquale 2007, Moreno vy
Montserrat 2008, Dunne y cols. 2016, Lv y cols. 2016), por lo que podrian actuar como
marcadores de prondstico entre otros, en cancer de colon, pulmdén, mama, prostata o
melanoma (Huusko y cols. 2004, Castano y cols. 2008, Merlos-Suarez y Batlle 2008,
Zogopoulos y cols. 2008, Pasquale, Liy cols. 2015, Miao y cols. 2015, Husa y cols. 2016,
Peng y cols. 2016, Xu y cols. 2016). Sobre esta base en los ultimos afios se han
desarrollado nuevos farmacos antitumorales basados en el bloqueo de ciertas Eph
(Kertesz y cols. 2006, Campbell y cols. 2008, Castano y cols. 2008, Pasquale).

Actualmente un numero creciente de trabajos han demostrado expresion y
posible funcién de estas moléculas en el sistema inmune, principalmente centrados en
la fisiologia del timo y los linfocitos T (Munoz y cols. 2002, Yu y cols. 2004, Munoz y
cols. 2006). Sin embargo, los estudios sobre linfocitos B o neoplasias hematoldgicas
como las leucemias, han sido escasos (Aasheim y cols. 2000, Alonso y cols. 2009,
Trinidad y cols. 2009, Trinidad y cols. 2010, Takahashi y cols. 2014, Charmsaz y cols.

2015), por lo que es de importancia el estudio en este tipo de malignidades.

5. TEMy el papel de Eph/ephrin

Diversas interacciones de Eph/ephrin se han descrito en diferentes tipos de
endotelio con diferentes tipos de leucocitos, en las que algunas isoformas de
Eph/ephrin han sido implicadas en la activacion endotelial y TEM de leucocitos y
células cancerigenas (Hordijk 2016) (Figura 6). Nuestro laboratorio ha encontrado que
las interacciones EphA2/ephrinA4 juegan un papel crucial en los procesos de
migracion trans-endotelial a través de endotelios vasculares en la leucemia linfocitica

cronica (Alonso y cols. 2009, Trinidad y cols. 2009).
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Como ha sido demostrado a través de ensayos TEM, ya sea en condiciones
estaticas o de flujo, las células LLC muestran una capacidad de TEM menor que los
linfocitos B sanos (Till y cols. 2002, Miyasaka y Tanaka 2004, Till y cols. 2005, Hartmann
y cols. 2009, Zucchetto y cols. 2009). Esto es debido en parte a la sobreexpresion de
ephrinA4, ligando de los receptores Eph, que se encuentra unido a la membrana y
como isoforma soluble en las células LLC y linfocitos B sanos (Aasheim y cols. 2000,
Alonso-Colmenar y cols. 2009). La sefial reverse de la isoforma expresada en
membrana inducida por la unién con su receptor EphA2 en la superficie de la célula
endotelial inhibe la adhesién mediada por integrinas de las células LLC al endotelio (Till
y cols. 2002, Trinidad y cols. 2010) probablemente afectando la extravasacién. En
contraste, en ensayos in vitro se ha demostrado que la isoforma soluble mejora la TEM
de las LLC cuando se une a la célula endotelial en un mecanismo poco caracterizado,

involucrando el secuestro de EphA2 y reclutamiento de ICAM-1 y VCAM-1 (Trinidad y

cols. 2009).
Linfocitos B Monocitos Células PC
ephrinA4 ephrinA1l
EphA2 EphA4
Rec|utamient0 de . permeabilidad
ICAM-1/VCAM-1  VCAMT—>| TEM

Célula endotelial

Figura 6. Esquema representativo de algunos ejemplos de interacciones Eph/ephrins
implicados en la TEM.

La interaccién de receptores Eph y sus ligandos ephrin han sido implicados en la migracion
trans-endotelial (TEM) de leucocitos como linfocitos B y monocitos asi como en células
cancerigenas como las del cancer de préstata (PC). Algunas de estas interacciones resultan
en un incremento de la permeabilidad y efectos de reclutamiento o expresion de ICAM-1 y
VCAM-1 que conducen a una TEM. Adaptado de Peter L. Hordijk Celular and Molecular Life
Sciences 2016.
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Un aspecto interesante observado en pacientes con adenopatias es la baja
expresion de la isoforma de membrana de ephrinA4 y los niveles aumentados de la
isoforma soluble en suero (Alonso-Colmenar y cols. 2009), sugiriendo que ambas
pueden contribuir a la diseminacion ganglionar. Estos pacientes con adenopatias
pueden presentar varios ganglios infiltrados dentro de la misma cadena ganglionar, lo
gue probablemente se deba a la infiltraciéon de las células leucémicas hacia los
ganglios linfaticos vecinos a través de la linfa, promoviendo su diseminacién. La
migracion a través de endotelios linfaticos es un aspecto poco o nada estudiado dentro
de la patologia de la enfermedad, por lo que seria de interés el estudio de los
endotelios linfaticos y su papel en la diseminaciéon través de la linfa, donde
probablemente la interaccion EphA2-ephrinA4 previamente descrita por nuestro
laboratorio en la TEM por endotelio sanguineo (Trinidad y cols. 2009) intervenga en

este proceso a través de linfaticos.

6. Esfingosina-1-fosfato (S1P) en la migracidn trans-endotelial (TEM)

La extravasacion de los linfocitos hacia los tejidos linfaticos estda ampliamente
estudiada, sin embargo los mecanismos de salida de los linfocitos desde los ganglios
linfaticos hacia la circulacidon no estan del todo descritos. Estudios han demostrado que
la salida de los linfocitos se da en respuesta a esfingosin-1-fosfato (S1P). S1P puede
actuar intracelularmente como intermediario en la membrana para el metabolismo de
esfingolipidos y extracelularmente como ligando de receptores unidos a proteina G
(GPCR). Esta familia fue Illamada receptores de esfingosina 1 fosfato (S1PR)
conformada por 5 miembros S1PR1 — S1PR5. (Rivera y cols. 2008).

S1P se encuentra en altas concentraciones en la sangre periférica que van de
100nM a 1uM y en linfa con concentraciones de hasta 6 veces menores que en sangre.
Sin embargo en tejidos linfoides su concentracion es mucho menor (Lee y cols. 2007)
por lo que existe una diferencia de gradientes a través de la cual migran los linfocitos
por la seflal generada a través del receptor 1 de esfingosina-1-fasfato
(S1PR1)(Matloubian y cols. 2004). S1PR1 debe ser re-expresado dentro del GL el cual

se ve favorecido por las bajas concentraciones de S1P en el tejido. En circulacion los
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linfocitos internalizan S1PR1 debido a las altas concentraciones de S1P en la sangre

periférica y linfa (Schwab y cols. 2005, Rivera y cols. 2008) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema representativo de la salida de linfocitos T desde el ganglio linfatico (GL)
mediada por S1PR1.

Los niveles de esfingosin-1-fosfato (S1P) en tejido linfoide normalmente se encuentran
relativamente bajos comparado con la linfa, formando de este modo un gradiente de S1P
(sombreado verde). El receptor 1 de S1P (S1PR1) expresado en las células T es sensible al
gradiente de S1P y promueve la salida de las células T desde el 6rgano linfoide a través de la
barrera endotelial hacia la linfa. Después de la activaciéon de la célula T en el GL tras
encontrarse con una célula dendritica o por estimulacién de interferdn tipo |, la expresién de
S1PR1 disminuye. Los mecanismos incluyen la interaccion directa proteina-proteina con CD69,
la cual es inducida después de la estimulacién de interferén tipo | y el silenciamiento del factor
de transcripciéon KLF2, que es un activador directo del gen S1PR1. Células T efectoras
eventualmente re-expresan S1PR1 y con ello la salida desde los GL hacia la linfa. Si los niveles
de S1P son incrementados en los tejidos linfoides, por la inhibicion de S1P-liasas o por la
inflamacioén, la salida de las células T puede ser bloqueada por varios mecanismos posibles:
disipacion del gradiente de S1P, disminucion de la expresion de S1PR1 en las células T por la
internalizacién inducida por el ligando y por la obstruccion en la salida mediada por el
endotelio a través del aumento de las uniones adherentes. Adaptado de Juan Rivera y col.
Nature reviews-Inmunology 2008

En la ultima década diferentes estudios han abundado en este proceso y con

mayor auge en linfocitos T (Yopp y cols. 2005, Ledgerwood y cols. 2008), mientras que
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los mecanismos que involucran a los linfocitos B han sido menos estudiados y en un
menor grado dentro de la patologia de la LLC (Capitani y cols. 2012, Borge y cols. 2014,
Sic y cols. 2014, Patrussi y cols. 2015, Till y cols. 2015). La retencién de las células LLC
en el GL puede ser en parte, debido a la reduccion de la expresién S1PR1, mostrando
niveles variables en la expresiéon pero suficientes para responder a S1P en ensayos
realizados in vitro a través de filtros (Capitani y cols. 2012, Borge y cols. 2014). Sin
embargo los mecanismos de TEM en respuesta a S1P dentro de esta patologia a través
de endotelios no han sido del todo abordados, por tal motivo es importante
profundizar en su estudio para un mejor entendimiento de la formacién de

linfoadenopatias que producen un agravamiento de los pacientes de LLC.

7. Esfingosina-1-fosfato (S1P) y Quimiocinas

Mientras que quimiocinas como CCL19 y CXCL12 y sus receptores CCR7 y CXCR4
involucran a las células LLC en la infiltracion de los GL (Lopez-Giral y cols. 2004, Davids
y Brown 2012), S1P y su receptor S1PR1 son requeridos en la salida desde los GL
(Capitani y cols. 2012). Estudios in vitro de TEM con linfocitos T procedentes del bazo
han demostrado que el estimulo de SIPR1 mejora la migracion en respuesta a CXCL12
y CCL19, mientras que en linfocitos T procedentes del GL el estimulo es necesario para
la respuesta a CXCL12 pero no para CCL19 (Yopp y cols. 2005). Estudios en procesos
cancerigenos y en células de mieloma multiple han demostrado que la adhesién y
migracion de estas células por la actividad en conjunto de CXCL12 y S1P podria tener
importantes consecuencias en la progresion de la enfermedad (Garcia-Bernal y cols.
2013), mientras que en células LLC el estimulo con CXCL12 inhibe la migracion en
respuesta a S1P (Borge y cols. 2014). Estudios in vivo e in vitro en condiciones de
entrada y salida de linfocitos T hacia y desde el GL respectivamente han demostrado
que S1P causa retencion en los tejidos inhibiendo la entrada a los vasos linfaticos
aferentes (Ledgerwood y cols. 2008). Pero el estudio de estas interacciones en la TEM
de las células LLC a través de endotelios sanguineos y linfaticos desde la perspectiva de
condiciones de entrada y/o salida atin no ha sido abordado.

Estudios de histoquimica en linfoadenopatias de pacientes de LLC comparadas
con GL reactivos (sanos), muestran que la expresion de CXCR4 y CCR7 se mantienen

altas, promoviendo un acumulo de estas células en el GL que junto con la deficiencia
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en la expresiéon de S1PR1, generan un desequilibrio que promueve la formacién de
linfoadenopatias (Patrussi y cols. 2015). Sin embargo, el cdmo estos dos sistemas de
receptores se regulan para la entrada y salida de las células LLC hacia y desde los GL no

ha sido descrito.

Estos datos en conjunto revelan, que, aunque en los ultimos afios ha habido
grandes avances en el estudio de infiltracidén y salida de los linfocitos hacia y desde el
GL a través de endotelios sanguineos y linfaticos, aun no esta del todo esclarecido el
como interactian y se modulan estos dos sistemas, sobretodo en la patologia de la
LLC. Por tanto es necesario un mayor conocimiento de estos mecanismos que puedan

ayudar a evitar la progresion de la enfermedad.

8. Esfingosina-1-fosfato (S1P) y Eph/ephrin

Entre los multiples procesos en los que participan las sefializaciones de
Eph/ephrin como repulsién celular, adhesidon célula-célula, proliferacion vy
migracion(Pasquale 2008, Kania y Klein 2016), cabe sefialar su participacion en
procesos cancerigenos interviniendo en la migracién celular, como el caso de EphA2 en
gliomas y céncer de préstata (Astin y cols. 2010, Miao y Wang 2011), y en el caso
especifico de la interaccién EphA2-ephrinA4 en la LLC (Trinidad y cols. 2009).
Actualmente se han desarrollado agentes terapéuticos que involucran la sefializacion
del BCR actuando como inhibidores de cinasas como diana terapéutica, provocando
una movilizacidn de las células LLC desde el ganglio linfatico hacia la sangre periférica,
produciéndose una rapida linfocitosis y disminucion de adenopatias en este tipo de
paciente (Friedberg y cols. 2010, Hoellenriegel y cols. 2011, Davids y Brown 2012,
Advaniy cols. 2013, Till y cols. 2015).

Por tanto podriamos pensar que los receptores Eph al ser miembros de la
familia tirosin kinasa podrian intervenir en la seflal de S1P y por tanto provocar una
movilizacion en las células LLC desde el GL. Ademas existen estudios que se han
centrado en el desarrollo terapéutico contra Eph y/o ephrin (Boyd y cols. 2014). De tal
manera que las sefalizaciones Eph-eprhin en los ultimos afos han sido un objetivo

importante en terapias contra cancer.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar la patobiologia de los procesos de diseminacion de las células leucémicas en la
leucemia linfocitica crénica a través de endotelios sanguineos y linfaticos y el papel
gue juegan las interacciones de los receptores Eph y sus ligandos ephrin en dicho

proceso.

Objetivos parciales:
1. Estudiar la viabilidad de las células LLC durante la migracién trans-endotelial (TEM),
su asociacion con la expresidon de integrinas y su implicacion en el desarrollo de

linfoadenopatias.

2. Determinar el significado que para la patobiologia de la enfermedad tiene la
sobreexpresién de ephrinA4 y la presencia de una isoforma soluble, asi como sus
efectos en la supervivencia de las células LLC durante la TEM a través de endotelios

sanguineos.

3. Caracterizar las vias de migracién transcelular y paracelular de las células LLC a
través de endotelios sanguineos, el papel de Eph/ephrin en los mismos y su relacién

con la supervivencia/muerte de las LLC en procesos in vivo.

4. Analizar si la ruta linfatica es utilizada por las células LLC para entrada a los ganglios

linfaticos, su relacidn con la supervivencia y el posible papel en la diseminacién.

5. Determinar qué interacciones Eph/ephrin estan principalmente implicadas en la

TEM a través de endotelios linfaticos incluyendo el anélisis de EphA2/ephrinA4.

6. Determinar el papel que juegan las interaccion de EphA2/ephrinA4 y
EphB4/ephrinB2 en procesos de salida de las células LLC a través de endotelios
sanguineos y linfaticos, asi como la interaccion de S1PR1 y los receptores de

quimiocinas CCR7 y CXCRA4.
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MATERIAL Y METODOS

1. Muestras humanas.

Los pacientes dieron su consentimiento informado antes de su inclusidn en este
estudio de acuerdo con los principios contenidos en la declaracién de Helsinki. El
estudio cuenta con la aprobacion de los comités éticos de investigacion de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM) y los hospitales participantes (HGU
Morales Meseguer de Murcia, HGU Gregorio Marafién de Madrid, Clinico San Carlos de
Madrid). Para este estudio respetamos la identidad de los donantes tanto de pacientes

de LLC como donantes sanos manteniéndola en el anonimato en todo momento.

1.1 Pacientes de LLC

Las muestras humanas utilizadas fueron sangre periférica de pacientes de LLC,
asi como pequefias porciones de adenopatias o ganglios linfaticos destinados a
estudios anatomopatoldgicos de diagndstico propios del hospital. Todas las muestras
correspondian a sobrantes de material utilizado por los especialistas clinicos en los
procedimientos rutinarios de seguimiento de los pacientes o cirugias practicadas a los
mismos con fines terapéuticos y previo consentimiento informado de los pacientes
para la donacion de tejidos con fines de investigacion.

El diagndstico de los pacientes se realizd de acuerdo a estandares clinicos,
morfoldgicos e inmunofenotipicos propios de la enfermedad. Los pacientes no estaban
en tratamiento en el momento de obtencién de la muestra y los datos clinicos fueron
proporcionados por los respectivos hospitales. Para el estudio de la viabilidad durante
la TEM se incluyé un total de 30 sujetos (Anexo |, Tabla 1), para el estudio de la
diseminacion a través de endotelio linfaticos y sanguineos y del papel de S1P fueron

utilizadas 15 muestras de pacientes de LLC (Anexo 1, Tabla 2).

1.2 Donantes Sanos
Donantes que al momento de la toma de muestra de sangre periférica no
presentaban ningun sindrome linfoproliferativo fueron considerados donantes sanos.

Las muestras de sangre periférica fueron donadas por voluntad propia de acuerdo a los
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estandares éticos para fines de investigacion. Se utilizaron 10 muestras de sujetos para
el estudio de la viabilidad durante la TEM por endotelios sanguineos y 2 muestras para

el estudio de la diseminacion y el papel de S1P.

2. Procesamiento de muestras.
2.1 Aislamiento de Células B leucémicas (LLC) y linfocitos B sanos (LBP) para ensayos
in vitro.

Para obtencién de la poblacion de linfocitos B requeridas para este estudio, la
fraccién linfocitaria de las muestras de sangre periférica de donantes sanos o pacientes
de LLC, recolectada en anticoagulante (EDTA), fue enriquecida mediante centrifugacién
a 400 g durante 30 minutos a 22°C (Centrifuge 5810; Eppendorf) en solucién
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) en proporcion de 1:2 (por cada volumen de sangre
dos de histopaque). La fraccion superior correspondiente al plasma fue recuperado y
almacenado a -802C para estudios posteriores. La fraccidon leucocitaria ubicada en la
interfase Histopaque-plasma se recuperd en solucion PBS-EDTA-FBS (Anexo 2). Tras el
recuento celular en cdmara de Neubauer (BRAND GMBH + CO KG) las suspensiones
celulares fueron procesadas de acuerdo al tipo de muestra, fenotipo y propdsito del
estudio para los ensayos in vitro. El enriquecimiento de las poblaciones B se realizd

mediante deplecidon del resto de poblaciones leucocitarias.

El aislamiento de las poblaciones de células LLC y LBP se realizd mediante
deplecién de otras poblaciones de sangre periférica, principalmente linfocitos T,
células NK (Natural Killer), monocitos y granulocitos. Para ello, las suspensiones
celulares de la fraccién leucocitaria enriquecida previamente en Histopaque-1077 se
incubaron con una mezcla de anticuerpos de ratdn contra antigenos humanos
expresados por las poblaciones a eliminar (CD2, CD3, CD14, CD13 y CD56; BD
Biosciences) (Anexo 3, Tabla 1). Posteriormente, las suspensiones se incubaron
nuevamente con bolas magnéticas (Dynabeads@ Pan Mouse IgG, Invitrogen)
conjugadas a un anticuerpo secundario frente a IgG de ratén, en una relacién de 4
bolas por cada célula diana. La suspension celular incubada con las bolas se colocé en
un separador magnético (Dynal), realizandose dos rondas de separacioén. La proporcién

de células CD19" en la fraccidn resultante de la separacién, se verificaba mediante
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analisis por citometria de flujo de suspensiones teiiidas con anticuerpos anti CD19
humano unido a FITC (Immunostep). Las suspensiones celulares recuperadas tras la
deplecidn estaban enriquecidas con mas del 98% de la poblacién CD19" en las células

LLC o mas del 90% en el caso de los LBP.

2.2 Procesamiento de adenopatias y gdnglios linfdaticos (GL).

Biopsias frescas de linfoadenopatias de pacientes LLC eran divididas en
porciones utilizando un bisturi y se embebian en un medio crio-protector (Tissue-TEK®
0.C.T.™ Compound; Sakura Finetek) especifico para la preservacién de tejidos. Tras la
congelacion rapida mediante inmersidn en nitrégeno liquido, los tejidos congelados se
almacenaron en el mismo hasta ser utilizados. Para los estudios de
inmunofluorescencia, se obtuvieron secciones tisulares de ganglios linfaticos de 7 um
de grosor, mediante corte en congelacion con un crio-tomo (Leyca), los cortes se

almacenaron en un congelador a -802C hasta su utilizacidn.

3. Cultivos celulares
3.1 Cultivo de células endoteliales HUVEC y HDLEC

Células endoteliales humanas de cordén umbilical (Human Umbilical Vein
Endotelial Cells, HUVEC; PromoCell) y células primarias endoteliales humanas de
dermis linfatica (Human Dermal Lymphatic Endothelial Cell, HDLEC; PromoCell) se
cultivaron en medio de cultivo comercial Endothelial Cell Growth Medium 2 y
Endothelial Cell Growth Medium MV2 (ambos PromoCell) respectivamente, hasta su
utilizacién en los experimentos, renovandolo cada 2 dias de cultivo y desdoblandolos,
para su expansion, cuando la confluencia en los recipientes de cultivo (flasks, BD
Falcon) era de aproximadamente un 70%, mediante un primer lavado (5 segundos) con
PBS-EDTA (Anexo 2) y seguido de incubacién (1 minuto) en una solucion PBS-EDTA-
TRIPSINA (Sigma-Aldrich) (Anexo 2). Se neutralizd la tripsina con RPMI-FBS y se
centrifugaron las muestras a 220 g durante 4 minutos. La células se re-suspendieron en
el medio de cultivo correspondiente y se realizé un conteo celular tras el que se
sembraron segln el experimento requerido o se crio-preservaron en FBS-10%DMSO en
nitrogeno liquido. Todas las soluciones se atemperaron previamente a 372C y las

células utilizadas en los experimentos no excedieron los 6 pases.
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3.2 Co-cultivos de HUVEC o HDLEC con células LLC y/o LBP para ensayos de migracion

Se utilizaron portaobjetos multipocillo Chamber slides (Corning) previamente
tratados con fibronectina (Sigma-Aldrich) (10 pg/mL, dos horas a 37°C),.Tras dos
lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1X (Anexo 2) se sembraron células HUVEC y
HDLEC para su cultivo hasta obtener confluencia. Las células LLC y/o LBP se co-
cultivaron durante dos horas con las monocapas, pretratadas o no, con TNF-a (ver
tratamientos), tras lo cual los cultivos se fijaron en una solucién comercial conteniendo
paraformaldehido (Cytofix-cytoperm BD). Segun el caso, se realizaron tratamientos con
proteinas recombinantes ephrinA4-Fc (R&D Systems®) o EphA2-Fc (R&D Systems®)
(ver tratamientos). Tras la fijacidon se realizo la tincidn con anticuerpos (Anexo 3) segun

se requeria.

3.3 Co-cultivos de HUVEC con células LLC, para ensayos de supervivencia.

Células HUVEC fueron crecidas en placas de cultivo multipocillos hasta alcanzar
la confluencia. Las monocapas de HUVEC fueron tratadas o no con TNF-a (10 ng/mL)
durante la noche (12 horas) en medio para HUVEC (Promocel). El tratamiento de TNF
se lavaba con medio RPMI previamente atemperado (372C). Un grupo de cultivos se
fijaban con solucién formaldehido 4% comercial (Cellfix, BD) durante 15 minutos en el
incubador, se lavaron (3 veces) con PBS 1X para quitar el exceso del fijador. Para
ambas condiciones (fijadas y no), se afiadieron 2,5x10° células LLC en medio RPMI-
Experimental (Anexo II), cultivdndose durante distintos tiempos como se detalla en el
apartado Resultados.

Para la determinacion por citometria de flujo de la supervivencia y apoptosis de
las células leucémicas en estos cultivos, las células eran recuperadas de los pocillos en
su totalidad, mediante tratamiento con PBS-EDTA-TRIPSINA, en los cultivos con HUVEC
vivas, o PBS-EDTA en los cultivos con HUVEC fijadas.

Para los ensayos con medio condicionado, las células LLC fueron cultivadas 12
horas con medio de cultivo (control) o medio condicionado procedente de co-cultivos
de células LLC-HUVEC-no TNF después de 5 dias de cultivo. Tras las 12 horas de cultivo
las células LLC fueron recuperadas con PBS-EDTA y analizadas por citometria de flujo

con la tincién de Anexina V-PE/7AAD.
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La tincidn AnexinaV/7AAD en todos los casos se realizd como se describe en el

apartado de analisis por citometria de flujo.

3.4 Cultivos en suspension sobre moléculas de adhesion celular (MAC) y matrices
extracelulares (MEC) pegadas a placa.

Para el estudio de la supervivencia generada por la sefial de los ligandos VCAM-
1 e ICAM-1 realizamos ensayos de cultivos en suspension. Para ello las proteinas
recombinantes rhVCAM-1 y rhICAM-1 (R&D Systems®) (5 pug/mL de cada una), asi
como las MEC en las que incluimos fibronectina (FN), vitronectina (VN), laminina (LM),
coladgeno tipo 1 (CL-1) (todas de Becton Dickinson) (10 pug/mL de cada una) y BSA
(Sigma) (5 pg/mL) usada como proteina control, fueron unidas a la superficie de los
pocillos de las placas multipocillo (96 pocillos, Corning) durante 2 horas a 372C diluidas
en 100 uL de PBS 1X a la concentracién indicada. Transcurrido el tiempo de incubacién
se realizaron dos lavados con PBS 1X de 15 minutos. Posteriormente se afiadieron las
células LLC pre tratadas y no con EphA2-Fc (ver tratamientos), en un volumen final de
200 pL de medio completo (Anexo 2) y se incubaron durante 12 horas a 372C, 5% CO,.
El andlisis de supervivencia se realizé por citometria de flujo mediante de la tincién de

Anexina-V-PE/7-AAD.

3.5 Ensayos del estado de activacion de integrinas y de union al ligando.
Suspensiones celulares de células LLC (1X10°/mL) fueron pre-incubadas durante
30 min a 372C en medio de cultivo RPMI 2% FBS, con y sin MnCl, (1ImM), a los cuales
se afiadieron fragmentos purificados Fc de 1gG humana (Jackson). Posteriormente las
células se mantuvieron en el mismo medio al que se agregd proteina recombinante
humana EphA2 (0.5ug/1X10°élulas) y se incubaron durante 30 minutos. Tras un
lavado con RPMI se detectd por un lado el estado de activacién de a4 (VLA4), para lo
que las células fueron incubadas en frio con el anticuerpo HUTS21 unido a PE en PBS
(Becton Dickinson). Por otro lado para analizar la unién al ligando, VCAM-1 soluble fue
previamente agrupado con anticuerpo contra IgG humano con afinidad al fragmento
Fc conjugado a PE y posteriormente anadido a la suspensidn celular. Después de 30

minutos con los anticuerpos en ambos ensayos, se analizaron por citometria de flujo.
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4. Analisis de la expresion de Eph/Ephrin mediante Q-RT-PCR
4.1 Aislamiento de ARN

El ARN se extrajo de monocapas cultivadas de HDLEC estimuladas y no con TNF-a
(ver tratamientos) utilizando una soluciéon comercial (TRI-REAGENT; Sigma-Aldrich)
basada en el método de extraccion mediante fenol-cloroformo. Las células se
recuperaron de los cultivos endoteliales mediante tratamiento con PBS-EDTA-TRIPSINA
(Anexo 2), como se describe en el apartado 3.1 de este apartado.. Posteriormente se
lisaron en la solucién Tri-Reagent, siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
cantidad y calidad del ARN extraido se valoré mediante lectura de |la absorbancia a 260
nmy a 280 nm de longitud de onda (SmartSpec'™3000, Bio-Rad). Se considerd un valor

optimo de calidad de ARN (Azg0/Azg0) de 1,8-2.

4.2 PCR cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR)

La determinacién por PCR cuantitativa (Q-RT-PCR) del contenido de ARNm de
los miembros de la familia de Eph/ephrin en los endotelios linfaticos (HDLEC), fue
realizada por el CAl de Gendémica y Protedmica de la Universidad Complutense de
Madrid (UCM), utilizando el sistema TagMan® Low Density Array (Thermo Fisher
Scientific. Se empled B-actina como gen de control interno (housekeeping). Los valores
de Q-PCR-RT de HDLEC estimuladas y no con TNF-a se expresaron como valor ACt (CT
GEN PROBLEMA — CT B-ACTINA).

5. Analisis mediante Citometria de flujo.

La adquisicion de células se realizaba en un citémetro de flujo analizador
(FACScaLgur; BD Immunocytometry systems) del Centro de Citometria y Microscopia
Fluorescencia de la UCM, equipado con dos laseres de 488 nm y 630 nm y cuatro
detectores de fluorescencia. La adquisicién y el andlisis de muestras se llevé a cabo con

los programas CellQuest-Pro (BD Immunocytometry systems).

5.1 Tincidn de células LLC, linfocitos B y células endoteliales HDLEC
La tincién con anticuerpos de los distintos tipos celulares (HDLEC, células LLC o
linfocitos B) se realizd sobre suspensiones celulares en solucion PBS-FACS (Anexo 2)

(3x105 células /50 pl). Para la tincion en superficie se incubaron las células con
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concentraciones saturantes de anticuerpos directamente unidos a fluorocromo, o a
biotina, o no modificados (Anexo 3, Tabla 2, 3y 4). En el caso de anticuerpos unidos a
biotina éstos se identificaron mediante incubacion de la suspensién celular con SAV
unida a fluorocromo (SAV-Alexa-Fluor®488; Molecular Probes, Invitrogen). En el caso
de anticuerpos no modificados, su presencia en las células se detectd incubando las
suspensiones con anticuerpos secundarios especie-especificos unidos a un
fluorocromo (/nvitrogen). En todos los casos se utilizaron cantidades saturantes de
anticuerpo, recomendadas por los fabricantes o evaluadas previamente en el
laboratorio.

En las tinciones en las que se utilizaron anticuerpos contra el dominio intra-
citoplasmico de proteina, tras realizar las tinciones de los marcadores de la superficie
celular, las células se incubaron con la solucién Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences),
conteniendo 4% paraformaldehido durante 20 minutos a 42C. Posteriormente se
lavaron en un tampdn comercial que contenia saponina como agente permeabilizante
(PermWash, BD Biosciences), en el que asi mismo se realizé la incubacién con los
anticuerpos intracelulares. Finalmente las células eran re-suspendidas en tampdn PBS-

FACS para su analisis por citometria de flujo.

5.2 Andlisis de supervivencia mediante de la tincion de Anexina-V-PE/7-AAD.

Para determinar la viabilidad las células LLC, estas se incubaron en tampodn de
Anexina (Anexo 2) conteniendo Anexina-V-PE (1ulL/marcaje) (Inmunostep) durante 20
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con a-CD19 unido a
FITC (Inmunostep) en frio durante 15 minutos. Tras un lavado con el tampdn de anexina
se incubaron con 7-AAD (0,1 pg/marcaje) (Sigma-Aldrich) en 100uL de tampodn
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se afadieron 100 pL mas del
tampon de anexina y se analizd por citometria de flujo. Considerando células

apoptéticas (Anexina VP, 7AAD"™®) y células viables (Anexina V"¢, 7AAD").

6. Ensayos de Migracién
6.1 Ensayos de trans-migracion endotelial (TEM).
Los ensayos de transmigracion de las células LLC o LBP a través de monocapas

de HUVEC y/o HDLEC se realizaron en camaras Boyden, placas transwell Insert Plates
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de 96 pocillos, con filtros de 5 um de tamafio de poro (Corning). Previo a los ensayos,
las HDLEC y/o HUVEC fueron crecidas sobre los filtros para las migraciones desde la
parte apical de la célula endotelial hacia el lado basal de la misma (TEM Apical-Basal)
(Figura 8A), o debajo de ellos para las migraciones desde la parte basal hacia la parte
apical (TEM Basal-Apical) (Figura 8B), segun el tipo de estudio que se requeria. Los
filtros se pre-trataron con fibronectina (10 pg/mL) y las células se dejaron en cultivo
hasta alcanzar una confluencia del 100%. Posteriormente, las monocapas se trataron
con 10 ng/mL de TNF-a durante toda una noche (12 horas), que se retiré al menos
cuatro horas antes del ensayo. Para realizar estos ensayos de migracion, se afiadieron
las células LLC o los linfocitos B al compartimento superior de los pocillos (3x10 -5X10°
células/ pocillo), sobre la monocapa de HUVEC o HDLEC, dejando transcurrir la
migracién durante 4 horas en incubador (372C, 5% CO,). Las placas se centrifugaron 5
segundos a 200 g. Finalmente, los linfocitos LLC/LBP se recuperaron del
compartimento superior (células no migradas, fraccion no-TM) mediante un lavado
suave con RPMI previamente atemperado a 372C y del compartimiento inferior
(células migradas, fraccion TM) mediante re-suspension en solucién PBS-EDTA (Anexo
2). Para el recuento de las células recuperadas, las suspensiones celulares se incubaron
con anticuerpo anti-CD19 unido a FITC (Immunostep) y todas las suspensiones se re-
suspendieron en 200 pL de PBS-FACS. La adquisicion de datos en el citdmetro de flujo
se realizd en modo recuento, a velocidad baja durante 1 minuto.

El andlisis de supervivencia de los ensayos TEM en las fracciones de células
transmigradas (TM) y no-transmigradas (no-TM) después de 4 y/o 12 horas de
incubacién, se realizé por citometria de flujo mediante de la tincién de Anexina-V-
PE/7-AAD, descrita en el punto 5 de este apartado.

En el caso del estudio de la viabilidad de la fraccién trans-migrada (TM)
respecto a su densidad celular, células LLC (3X10°/pocillo) previamente tefiidas con
CFSE (5uM, por cada 1X10° de células durante 1 hora a 37°C) (Thermofisher) tras
comprobar por citometria de flujo la tincidon de las células, se afiadieron previo al
ensayo TEM en el pocillo inferior de la placa transwell.

Los tratamientos de proteinas recombinantes se realizaron de la manera

descrita en el punto 12 de este apartado(tratamientos).
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6.2 Ensayo de migracion a través de filtros

Los ensayos de migracion de las células LLC o linfocitos B (LBP) se realizaron en
placas transwell antes descritas, conteniendo filtros de 5 um de tamafio de poro
(Cornin). Estos ensayos se realizaron de manera similar que los ensayos de migracién
trans-endotelial (TEM) antes descritos, solo que en ausencia de endotelio. Los
tratamientos de proteinas recombinantes se realizaron de la manera descrita en el

apartado tratamientos.

6.3 Ensayos de migracion y TEM en respuesta a gradientes de quimiocinas
(Quimiotaxis)

Los ensayos de quimiotaxis se realizaron afiadiendo quiomioquinas
recombinantes humanas (Anexo 1V) en el compartimento inferior de los pocillos de las
placas transwell en los ensayos TEM y de migracién. La concentracion de quimioquina
afadida fue: CCL19 (100 ng/mL), CXCL12 (100 ng/mL)) (PEPROTECH).

De la misma manera se realizaron ensayos de migracién y TEM en respuesta a
S1P (100nM) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). La recuperacién de las fracciones
migradas y no migradas asi como el cuento se realizé de la misma manera descrita en

los ensayos TEM.

6.4 Ensayos de migracion y TEM en condiciones de “Salida” desde el GL.

Para simular las condiciones in vivo de la salida de las células LLC desde el GL
realizamos estudios in vitro de migracion y TEM. Los endotelios se sembraron en la
parte inferior de los filtros de la placa, colocando S1P en el pocillo inferior (Pl) mientras
que CCL19 y CXCL12 se colocaron en el pocillo superior (PS) (Figura 8C). Para los casos
de migracidn se realizaron de la misma manera pero en ausencia de endotelio. Las
células LLC se colocaron en el PS y se incubaron durante 4 horas a 372C para la TEM
y/o migracion. El recuento celular de células migradas y no migradas se realizé por

citometria de flujo.
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Figura 8. Representacion grafica de la TEM y las condicion de salida desde el GL. A-B) Las
células endoteliales (HUVEC/HDLEC) fueron sembradas hasta lograr la confluencia sobre los
filtros de la placa transwell para los ensayos de TEM direccidn Apical-Basal (A), o por la parte
inferior del filtro para ensayos TEM direccidon Basal-Apical (B). C) Ensayos in vitro de la
condiciéon de salida, se colocé S1P en el Pl y las quimoquinas CCL19 y CXCL12 de manera
independiente en el PS.

7. Ensayos de silenciamiento mediante pequeiios ARN de interferencia (siRNA)
7.1 Silenciamiento de ephrinA4 en las células LLC

ARN pequeiios de interferencia de doble cadena (siRNA) dirigidos a diferentes
exones de ephrinA4 (Anexo V, tabla 5) o de control negativo (Stealth RNAi negative
control duplexes, medium-GC, Invitrogen) fueron utilizadas (300nM) para nucleofectar
las célulasLLC siguiendo las recomendaciones del fabricante (Amaxa, nucleofection
reagents 4DV4XP-3024; 4D-Nucleofector X-unit). El silenciamiento de la proteina
ephrinA4 y la supervivencia de las células LLC se analizaron por citometria de flujo 48

horas después de la nucleofeccién.

7.2 Silenciamiento de EphA2 en HUVEC

Se utilizaron siRNA dirigidos contra EphA2 (EphA2 Validated Stealth RNAI,
Invitrogen, LifeTechnologies) para la transfeccion de HUVEC adheridas a placa
(Lipofectamine RNAiIMAX, Invitrogen) o nucleofectadas en suspension (Nucleofection
technology; Amaxa 4D-Nucleofector for HUVEC; Cat. No. V4XP-5024; Lonza) siguiendo
las recomendaciones del fabricante, afiadiendo el TNF-a antes y después de la

interferencia. La evaluacion y optimizacién de la entrada del ARN de interferencia
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dentro de la HUVEC en ambos métodos se realiz6 mediante la transfeccion de
oligonucledtidos conjugados a AlexaFlour® (BLOCK-iT AlexaFluor Red Fluorescent
Oligo; Invitrogen; o AlexaFluor488 ALLSatrs Negative Control, Quiagen) y verificada por
microscopia de fluorescencia o citometria de flujo para determinar la eficacia de la
transfeccidn. Se realizaron transfecciones con un control negativo de oligonucleétidos
de ARN de interferencia (Stealth RNAi negative Control Duplexes, Medium GC;
Invitrogen) como control de efectos independientes después de verificar la entrada del
ARN de interferencia.

El silenciamiento de EphA2 se determind a 24 y 48 horas después de la
transfeccidn por citometria de flujo o microscopia de fluorescencia, con anticuerpo
conjugado a PE a-EphA2 (Santa Cruz Biotechnology) o con anticuerpo no conjugado
seguido de un secundario contra anticuerpos de cabra unido a AlexaFluor
(LifeTechnologies).

Después de la transfeccidon las HUVEC se sembraron bajo condiciones éptimas
de cultivo como se describe en el apartado de cultivos celulares para verificar la

formacién de la monocapa.

8. Cuantificacion de ephrinA4 soluble en el plasma de los pacientes de LLC mediante
ELISA

La cuantificacion de ephrinA4 soluble se realizé a través de ensayos ELISA
(Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay) de tipo captura de antigeno “Sandwich”. Para la
captura del antigeno los pocillos de la placa ELISA (MaxiSorp Nunc-Immunoplates,
Nunc) fueron pre-incubados con 2ug/mL del anticuerpo contra humano ephrinA4 (R&D
Systems) en 100uL de PBS1X durante 2 horas a 372C. Posteriormente se afadieron
100pL de los plasmas de los pacientes diluidos en el tampdn de incubacién (TBS, 0,5%
Tween-20) de 2 a 8 veces y se incubaron durante 4 horas a 372C. Para la deteccidn de
la ephrinA4, las placas se lavaron y se afadidel anticuerpo a-ephrinA4-b (1ug/mL).
Finalmente las placas se incubaron con de SAV-HRPO (0,5ug/mL) (Jackson-
Immunoresearch). El revelado de la actividad peroxidasa se realizé con el sistema ABTS
como sustrato. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un lector de placas para
ELISA (Bio-Tek Instruments) a 405 nm (longitud de onda de referencia 492 nm). La

curva de calibracion fue realizada con la proteina recombinante humana ephrinA4-Fc
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(R&D Systems) generada con diluciones seriadas, partiendo de una concentracién
maxima de 1,0ug/mL y hasta 8 diluciones cada una de ellas 4 veces menor a la
anterior. A partir de esta curva se determinaron las concentraciones de ephrinA4 en

las muestras problemas en unidades de ng/mL.

9. Purificacion de ephrinA4 del plasma de los pacientes de LLC

La obtencidn de ephrinA4 se llevd a cabo mediante ensayos de cromatografia
de afinidad. Para ello se prepararon columnas con anticuerpo contra humano ephrinA4
(R&D Systems) unido a proteinas G de agarosa (Sigma) a través de DMP (dimethy!
pimelimidate dihydrochloride, SIGMA). 10mL del plasma de 3 pacientes fueron
dializados en PBS durante 12 horas en frio y después colocados en la columna de
afinidad. La ephrinA4 unida fue eluida en tampdn de glicina 100nM (pH 2,5) seguida de

12 horas de dialisis en PBS en frio para su posterior uso.

10. Analisis genéticos de las células LLC
Los ensayos citogenéticos fueron realizados por el departamento de

citogenética del Hospital General Universitario Morales Meseguer de Murcia.

10.1 Andlisis del estado mutacional de los genes IgHV

El estado mutacional de los genes de la regién variable de |la cadena pesada de
inmunoglogulina (IgHV) se analizé de acuerdo a las recomendaciones de la ERIC
(Education Resources Information Center) usando cebadores 5° especificos de la familia
VH (segmentos variables de la cadena pesada) en combinaciéon con un grupo de
cebadores 3’ de la regién JH (segmentos de unién de la cadena pesada), en reacciones
de PCR realizadas por separado en cada pareja de oligonucledtidos recomendado por
el consorcio (BIOMED-2 protocol; 17) (Van Dongen y cols. 2003). Los productos de PCR
se secuenciaron directamente y las secuencias 5" y 3" se compararon con la base de
datos IMGT (Immunogenetics database). (IMGT/VQUEST tool; International
ImMunoGeneTics information system, http://imgt.cines.fr)(Alonso-Colmenar y cols.
2009, Trinidad y cols. 2010). Una homologia de linea germinal > 98% fue considerada

como no mutada (UM).
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10.2 Andlisis citogenético a través de la hibridacion in situ mediante sondas
fluorescentes (FISH)

La hibridacion in situ mediante sondas fluorescentes (FISH) se llevé acabo para
detectar anomalias citogenéticas en los brazos 13q, 12, 11g y 17p usando sondas Vysis
(Abbott) 17p13.1, 11qg22.3, 13g14.3 y 13934 de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Un corte a partir del 5% se considerd positivo para todas las anomalias a
excepcion de la delecién del 17p para el cual se utilizé un 10%. En cada caso se

evaluaron por lo menos 200 nucleos.

11. Ensayos del estudio in vivo de ephrinA4 soluble en la infiltracion de ganglios
linfaticos (GL) de raton

Los ratones balbc fueron inoculados via intravenosa a través de la vena de la
cola con células LLC (20X10° células/ratén) previamente tefiidas con CFSE (5uM, por
1X10° de células durante 1 hora a 372C) en 100uL de PBS 1X estéril conteniendo o no
(control, 0,00 ng) diferentes concentraciones crecientes (0,10, 0,50, 2,00 y 10,00
ng/ratén) de ephrinA4 humana purificada de plasmas de pacientes (como se describe
en el punto 9). 24 horas tras la inoculacion los ratones fueron sacrificados. Las células
LLC infiltradas a los GL fueron obtenidas en suspensiones celulares procedentes de los
GL popliteos removidos quirdrgicamente de los ratones inoculados y se analizaron por
citometria de flujo tefiidas con anticuerpo conjugado a APC contra el antigeno CD45 de
ratéon (a-mCD45), Anexina-V PE y 7-AAD. Las células LLC humanas fueron identificadas
de acuerdo a la poblacion CFSE* y mCD45. Los estudios con animales fueron
aprobados por el comité de ética e investigacidon en animales de experimentacion de la

Universidad Complutense de Madrid (UCM).

12. Tratamientos
12.1 Tratamiento de TNF-o

Los tratamientos con TNF-a (Recombinant human Tumor Necrosis Factor-a,
PEPROTECH) se realizaron cultivando las monocapas durante 4 o 12 horas en medio de
cultivo conteniendo TNF-a (10 6 100 ng/mL) segun el experimento. Tras esta
incubacion, se retird el estimulo de TNF-a mediante el intercambio del medio de

cultivo con uno fresco sin TNF-a (2 lavados de 15 minutos cada uno) previamente
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atemperado a 379C y se mantenian en estas condiciones hasta su utilizacion en los

distintos ensayos.

12.2 Tratamiento de proteinas recombinantes a endotelios HUVEC/HDLEC y LLC/LBP
a) hFc

Las proteinas recombinantes (rh) utilizadas tienen una fraccion Fc de una
Inmunoglobulina G (IgG). Por esta razén en todos los experimentos en los que se
utilizaron proteinas recombinantes se bloquearon los sitios de unién Fc 15 minutos
antes de afiadir las rh utilizadas para el estudio con 1 pg/1X10° de células con
fracciones Fc de humano (hFc, Jackson InmunoResearch), asegurando que la
interaccion entre estas proteinas recombinantes y la célula fuera a través del extremo

de dominio de union.

b) EphA2-Fc, ephrinA4-Fc, EphB4-Fc y ephrinB2-Fc.

Para el bloqueo de las interacciones EphA2-ephrinA4 y/o EphB4-ephrinB2 en
los ensayos TEM o co-cultivos, las monocapas de HUVEC/HDLEC o filtros de la paca
transwell se pre-incubaban a 372C (excepto filtros, que se incubaron a temperatura
ambiente) con cantidades saturantes de ephrinA4-Fc o ephrinB2-Fc (R&D Systems.
Para las células LLC y/o LBP se pre-incubaron a temperatura ambiente con EphA2-Fc o
EphB4-Fc (R&D Systems) separadamente y previo al ensayo durante 30 min (0,5
Hg/1X10° células) en medio de cultivo RPMI 1640 (Lonza) (Figura 9). El exceso de
proteina no unido a las células se retiré6 mediante lavado de las células con un exceso
medio de cultivo nuevo. Las células LLC y/o LBP se re-suspendieron en medio de
cultivo completo (Anexo 2). Las cantidades saturantes fueron previamente
determinadas por nuestro laboratorio (16) por citometria de flujo usando anticuerpos

anti hFc o anti Poli-Histidina.

¢) ICAM-1 y VCAM-1
Para el bloqueo de integrinas, las células LLC fueron pre-incubadas en medio de
cultivo RPMI durante 30 minutos con 0,2 pg/1X10° células de proteinas recombinantes

ICAM-1 (rhICAM-1) o VCAM-1 (rhVCAM-1) (R&D Systems). Tras 30 minutos de
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incubacién se lavaron con medio de cultivo nuevo para retirar el exceso de proteina 'y

las células LLC se re-suspendieron en medio completo (Anexo 2).

Célula endotelial Linfocito B

A

o ST =

C

-S4 == L

{E rhEph 0| Forward @ $8-J-1_ Eph
L

) Sciial Reverse
{: rhephrin % Impedimento de la sefial W\ | ephrin

Figura 9. Representacion grafica del bloqueo de las interacciones Eph/ephrin.

A) La unién entre receptores Eph y sus ligandos ephrin genera una sefializacion
bidireccional denominadas forward (hacia el receptor) y reverse (hacia el ligando). B-
C) Al suministrar las proteinas recombinantes, EphA2-Fc, EphB4-Fc, ephrinA4 y
ephrinB2 de manera independiente sobre la poblacidon celular correspondiente,
estamos evitando la unién Eph/ephrin entre ambos tipos celulares. B) Impidiendo la
sefiales forward y C) La sefial reverse y tras la unién de la proteina recombinante
humana (rh) posiblemente se produzca sefializacion a través de la molécula
expresada en cada tipo celular.
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13. Microscopiia confocal.
13.1 Adquisicion y andlisis de imdgenes.

Las imdgenes se adquirieron en un microscopio confocal espectral (TCS-SP2
AOBS, Leica) acoplado a un microscopio motorizado invertido (IRE-2, Leica), bajo las
siguientes condiciones de adquisicién: El escaneo secuencial se llevé a cabo por line-
averaging (X8). Se acumulé por frame (X2), a una resolucion de 1024 X 1024 pixeles, en
una habitacidn oscura a 229C. Las imagenes fueron tomadas con los objetivos en seco
de 20X, o de inmersién en aceite 40X y 60X. Las proyecciones en Z se tomaron con 1
pum de distancia entre una y otra. Los programas informaticos utilizados para
tratamiento y analisis de imdgenes para la co-localizacién, recuento celular, analisis
cuantitativo de imagen y maquetado de figuras fueron: Image-J, Image Surfer,

Paraview y Adobe Photoshop CS2.

13.2 Inmunofluorescencias en monocapas de co-cultivos HUVEC o HDLEC

Los co-cultivos fijados con parformaldehido (Cytofix-Cytoperm, BD) se
incubaron en camara humeda con anticuerpos en soluciéon PBS-BSA (Anexo 2) durante
30 min a temperatura ambiente. Los anticuerpos utilizados fueron a-ICAM-1, a-VCAM-
1, a-VE-Cadherina, a-Caveolina-1 (Anexo lll, Tabla 5). Finalmente, los nucleos celulares
se tifieron con Hoechst 33258 (Molecular Probes, Invitrogen) y las preparaciones se
cubrieron con cubreobjetos de vidrio utilizando un medio de montaje no-fluorescente

(Prolong Gold; Invitrogen).

13.3 Inmunofluorescencia en filtros de los ensayos TEM

Los filtros con las monocapas de los ensayos TEM fueron fijados con
paraformaldehido (Cytofix-Cytoperm, BD) durante 20 minutos a temperatura ambiente
(252C). Tras el lavado con PBS 1X se incubaron con anticuerpos anti-CD31 o VE-
Cadherina durante 30 minutos en PBS-BSA. Posteriormente se fijaron 10 minutos
(Cytofix, BD) y se tifieron con TUNEL unido a FITC con el kit de deteccidn siguiendo las
indicaciones del fabricante (Roche)ylos nucleos celulares se tifieron con Hoechst 33258
(Molecular Probes, Invitrogen). Los filtros fueron retirados de la placa transwell, se
colocaron sobre un portabjetos y se cubrieron con cubreobjetos de vidrio utilizando un

medio de montaje no-fluorescente (Prolong Gold; Invitrogen).
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13.4 Inmunofluorescencias en Gdnglios Linfdticos

Las secciones de adenopatias obtenidas a partir de las biopsias congeladas se
fjaron en acetona (PanReac) 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
rehidrataron en una solucién de PBS-BSA previo a la incubacién con anticuerpos en
camara humeda. Los tejidos eran primeramente incubados con anticuerpos contra
EphA2, ephrinA4, PNAd, CD19 (Anexo lll, tabla 5) segun serequeria. Posteriormente,
las secciones se incubaron con anticuerpos secundarios anti immunoglobulinas de
cabra o conejo unidos a AlexaFluor® (Molecular Probes, Invitrogen) o SAV unida a
algiin fluorocromo AlexaFluor®. Tras la fijacién de 10 minutos (Cytofix, BD) se tifieron
con tunel segun el caso como se describié anteriormente. Finalmente, los nucleos
celulares se marcaron con Hoechst 33258 (Invitrogen) y las preparaciones se cubrieron
con cubreobjetos de vidrio utilizando un medio de montaje no-fluorescente (Prolong
Gold; Invitrogen).

Para la co-localizacion las regiones de interés (ROIls) entorno a las HEVs fueron
trazadas de acuerdo a la tincién con EphA2 y se midio la intensidad de la expresién de
ephrinA4 dentro de ROIls. Las HEVs que contenian = 10% de pixeles por encima de 200

en la escala de grises fueron consideradas como positivas.

13.5 Co-localizacion mediante el Clustering de ephrinA4 con integrinas.

Suspensiones celulares de células LLC se incubaron con cantidades saturantes
de proteina recombinante humana de dominio extracelular EphA2 (EphA2-Fc) (0.5
ug/leO6 células) durante 30 minutos, seguidos por otros 30 minutos de incubacién
con anticuerpos de ratén anti-Histidina conjugados a biotina. Después del lavado las
células fueron adheridas a portaobjetos durante 15 minutos en medio de cultivo que
contenia AlexaFluor (AF) conjugado a estreptovidina AF488 para inducir el clustering
de ephrinA4 en la superficie celular o en ausencia de esta (Tiempo = 0, Control).
Posteriormente se fijaron con paraformaldehido (Cytofix-Cytoperm, BD), y tras ello
fueron incubados con anticuerpos a-CD49d o a-CD18 conjugados a AlexaFluor647
(BD) para el marcaje de las cadenas de integrinas a4 y al. Los nucleos se tifieron con
Hoechst 33258 (Invitrogen) y las preparaciones se cubrieron con cubreobjetos de vidrio

utilizando un medio de montaje no-fluorescente (Prolong Gold; Invitrogen).
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14. Analisis estadistico

Las representaciones graficas de los valores se realizaron en Microsoft Office
Excel 2010 o StatGraphics Centurion XVI.

Los analisis de regresion lineal, para determinar la correlacion entre variables
continuas, se realizaron en StatGraphics Centurion XVI o Microsoft Office Excel.

Las significancias estadisticas de los experimentos fueron determinadas por la
prueba de t-student para muestras pareada o no pareadas segun sea el caso con dos
colas de distribucion.

Las diferencias significativas se representaron en base al valor de su

significacidn estadistica (*p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,001) n.s. no significativa.
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RESULTADOS

1. Estudio de la viabilidad de las células LLC en procesos de trans-migracion
endotelial (TEM) y su asociacion con la presencia de linfoadenopatias (LA) mediada

por expresion de ephrinA4 y su interaccion con las integrinas a4 y al.

1.1 Las células LLC pero no los linfocitos B sanos, pueden sufrir apoptosis a través de
los contactos fisicos con endotelios sanguineos estimulados con TNF-a durante la
migracion trans-endotelial (TEM).

Para el estudio in vitro de la viabilidad de células LLC durante la TEM utilizamos
10 muestras de pacientes con LLC tras aislar la poblacién leucémica CD19°CD5" de
sangre periférica (SP) y 10 muestras de linfocitos B (LBP) CD19", poblacién aislada de la
SP de donantes sanos. El posible impacto de la extravasacion en la supervivencia de las
células LLC fue analizado mediante ensayos de migracion trans-endotelial (TEM) a
través de monocapas de células HUVEC crecidas sobre los filtros de placas transwell.
Para reproducir las condiciones de inflamacidn del endotelio en estos pacientes, las
monocapas fueron pre-estimuladas durante 4 horas con TNF-a (HUVEC-TNF) , el
tratamiento se retiré y se lavé con medio de cultivo fresco previamente atemperado a
37°C antes de afiadir las células LLC.

El porcentaje de células apoptdticas (Anexina VP, 7AAD"™®) y células viables
(Anexina V"¢, 7AAD"8) se midid por citometria de flujo en las fracciones de células
transmigradas (TM) y no-transmigradas (no-TM) después de 4 y 12 horas de
incubacién. Los valores obtenidos fueron comparados con los porcentajes de cultivos
en suspension (control), es decir de células LLC que no sufrieron el proceso de TEM.
Para ello las células LLC fueron colocadas en el pocillo inferior de la placa con y sin
monocapas de HUVEC sembradas sobre los filtros pre-tratados con TNF-a.

Los resultados mostraron que tras 4 horas de incubacién en los cultivos en
suspension (control) no se observaron cambios relevantes en la apoptosis espontanea,

pero si se observé un claro incremento tras 12 horas de cultivo (Figura 10A). Cuando
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analizamos las células LLC que se sometieron a ensayos TEM observamos los mismos
efectos que los cultivos en suspensién en la fraccidn trans-migrada (TM) y no trans-
migrada (no-TM) de la TEM (Figura 10B). Por lo tanto al no observar cambios
significativos a las 4 horas de cultivo, 12 horas de incubacién fue el tiempo elegido

para estudiar los efectos en la viabilidad de las células LLC durante la TEM.

A B Ensayos de migracién trans-endotelial (TEM)
Cultivos en
No-TM ™

suspension

851% i 751%

7-AAD

10.01 %,

Anexina V-PE

Figura 10. Andlisis por citometria de flujo de la apoptosis y viabilidad de las células LLC en
cultivos en suspension y ensayos de trans-migracion endotelial (TEM).

A-B) Células LLC (5X105 células por pocillo) fueron cultivadas en suspension (A) o trans-
migradas a través de monocapas HUVEC pre-estimuladas con TNF-a (B). Tras 4 y 12 horas de
cultivo se determino por citometria de flujo el porcentaje de viabilidad (Anexina-V"® 7-
AAD"®) y porcentaje de células apoptdticas tempranas (Anexina-V°* 7-AAD"™®). Cultivos en
suspension (A) y ambas fracciones; no trans-migrada (no-TM) y trans-migrada (TM) de los
ensayos TEM (B), muestran los cambios mas significativos en la apoptosis y viabilidad de las
células fueron detectados después de 12 horas en las muestras analizadas. Los dot plots
representan una muestra de 10 analizadas.

a) Los contactos fisicos de las células LLC con endotelios activados con TNF-a durante

la TEM disminuyen la supervivencia de las células leucémicas.

Para descartar la posibilidad de que el endotelio pre-tratado con TNF-a pudiera
estar liberando factores que afecten la supervivencia de las células LLC comparamos la

viabilidad de los cultivos en suspension con aquellos que llevaban monocapa HUVEC-
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TNF y los que carecian de ella (No HUVEC). Después de 12 horas de incubacidn
observamos que la caida en la viabilidad de los cultivos en suspensiéon era
independiente de la presencia o no de la monocapa de HUVEC-TNF, no observando
diferencias significativas entre ambos cultivos (Figura 11A). Por consiguiente
podriamos descartar la posibilidad de que el endotelio estuviera liberando factores
solubles que pudieran tener posibles efectos en la viabilidad de las células LLC. Una vez
descartados estos factores, analizamos la supervivencia de las células LLC en los
ensayos TEM. Tras compararlas con el cultivo en suspension (control) observamos que
la viabilidad de las células LLC fue menor en ambas fracciones, con mayor efecto en la
fraccion TM (Figura 11A). Por lo tanto estos resultados indican que los efectos
provocados en la apoptosis de las células LLC son causados por el contacto directo con
el endotelio.

Tras observar los efectos en las células LLC durante la TEM, nos preguntamos si
esta apoptosis ocurria a los linfocitos B sanos durante la diapédesis como un proceso
natural o era especificamente provocado en las células leucémicas. Para abordar esta
posibilidad y observar los efectos provocados por el endotelio en los linfocitos B sanos
realizamos ensayos TEM bajo las mismas condiciones experimentales con linfocitos B
purificados de sangre periférica (LBP) de 10 donantes sanos. Las fracciones (no-TM vy
TM) no presentaron cambios significativos en la supervivencia al compararlas con los
cultivos en suspension (control) (Figura 11B). Por lo tanto esto sugiere que el efecto de
apoptosis provocado por el endotelio en la condicién inflamatoria (HUVEC-TNF) es
especifico en las células LLC.

Ademads es importante resaltar que también realizamos ensayos TEM bajo las
mismas condiciones experimentales, pero, sin previa estimulacion del endotelio con
TNF-a (HUVEC-no TNF), para estudiar si estos efectos en las células LLC eran
independientes de su condicion inflamatoria. Tras el analisis observamos que las
células LLC tanto de la fraccién no-TM como de la TM no mostraron cambios
significativos en la viabilidad comparada con el cultivo en suspensién (control) (Figura
11C). Por tanto, podemos destacar que solo los endotelios activados proveen de estas

sefiales apoptéticas a las células leucémicas durante la TEM.
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Figura 11. Los contactos fisicos durante la migracion trans-endotelial (TEM) de las células LLC
con monocapas de células endoteliales activadas con TNF-a disminuyen la supervivencia de
las células leucémicas.

A-B) Células LLC de 10 pacientes (Tablal; n=1-10) (A) y Linfocitos B aislados de sangre
periférica de 10 donantes sanos (LBP) (B), fueron sometidas a ensayos TEM. A) Las células no
transmigradas (LLC-no-TM) y a mayor magnitud las células transmigradas (LLC-TM) disminuyen
su viabilidad tras la TEM comparadas con el control (cultivos en suspensién). B) ambas
fracciones de linfocitos B sanos; LBP-no-TM y LBP-TM no presentan cambios significativos en su
viabilidad respecto a los cultivos en suspension. C) Células LLC en ensayos TEM sobre
monocapas HUVEC no estimuladas con TNF-a (HUVEC no TNF) no presentan cambios en su
viabilidad. El porcentaje de apoptosis y viabilidad celular fue determinado después de 12 horas
de incubacion mediante la tincidn con Anexina-V-PE/7-AAD vy analizado por citometria de flujo.
Para las diferencias estadisticamente significativas utilizamos prueba de t-student pareada de
dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa. Las barras representan la
media de la muestras.

Después de observar que durante los ensayos TEM las células LLC al contacto

con el endotelio parecen recibir sefiales apoptdticas y analizar que existian diferencias
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en la supervivencia entre ambas fracciones de la TEM con una mayor apoptosis en la
fraccién TM y conociendo que las células LLC poseen una baja capacidad de migracion
en comparacion con los LBP, nos preguntamos si estas diferencias en la supervivencia
entre las células TM y no-TM eran debidas a una densidad celular baja en las células
LLC TM. Para descartar este efecto realizamos ensayos TEM bajo las condiciones
experimentales descritas con anterioridad (HUVEC-TNF) en los que previo al ensayo
colocamos en la parte inferior del pocillo células LLC previamente tefiidas con CFSE. Al
analizar la viabilidad, no observamos cambios significativos respecto a los pocillos en
los que no se colocaron previamente células LLC tefiidas (Figura 12A) una vez acotada
la poblacidon TM (CFSE"®) (Figura 12B). Por lo tanto descartamos la posibilidad que la

apoptosis observada en la fraccion TM fuera debida a la baja densidad celular.

A o

90 A
80 4 n.S-

Células de LLC (n=10)
70

60 1 A Control (Cultivos en suspension)
50 -
O LLC TM solas

O LLC TM + LLC afiadidas en pocillo inferior

40

Células TM

30 4
0 (Ensayos TEM)
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Porcentaje de células de LLC

— Media
10 -

APOPTOSIS VIABILIDAD

B i ’
41.06 %

——Linfocitos

FSC
CFSE

SSC CD19 Anexina-V PE

Figura 12. La densidad celular de las células LLC TM durante los ensayos TEM no influye en
caida de la viabilidad.

A) Ensayos TEM, células LLC (5X10° por pocillo) fueron cultivadas solas sin monocapa HUVEC
(cultivos en suspensidn) o trans-migradas a través de monocapas HUVEC pre-tratadas con TNF-
a. Las células trans-migradas TM muestran una menor viabilidad respecto al control, sin
embargo estas no mostraron cambios significativos en su viabilidad respecto a las células TM
con LLC previamente afiadidas en el fondo del pocillo. B) dot plots representa una muestra de
10 analizadas El porcentaje de viabilidad y apoptosis fue determinado tras acotar la poblacién
de células LLC TM (CFSE negativa), mediante el analisis por citometria de flujo de la doble
tincion con Anexina-V-PE/7-AAD. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la
prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no
significativa. Las barras representan la media de 10 muestras.
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b) La frecuencia de células LLC apoptéticas es mayor en el lado basal de la monocapa
HUVEC-TNF, sugiriendo que reciben senales apoptoéticas durante la TEM.

Una vez observado que la baja densidad de células LLC en la fraccién TM no
alteraba su viabilidad, quisimos confirmar que las células LLC reciben sefiales
apoptéticas mientras atraviesan la monocapa HUVEC estimulada con TNF-a. Para ello
examinamos por microscopia confocal los filtros del ensayo TEM con las monocapas
HUVEC tefiidos con TUNEL. Esto demostrd que el nimero de células apoptdticas en
ambos lados del filtro era significativamente mayor en HUVEC-TNF (Figura 13A, panel
inferior) comparadas con HUVEC-no TNF (Figura 13A, panel superior). Mientras que en
HUVEC-TNF el ndmero absoluto del total de células LLC y células apoptéticas
predominaban en la parte superior de la monocapa, la frecuencia de células
apoptoéticas fue significativamente mds alta en la parte inferior (Figura 13B). Esto se
relaciona con la alta frecuencia del nimero de células apoptdticas observadas en las
células TM determinadas por citometria de flujo en los ensayos TEM (Figura 11A). Sin
embargo, en el endotelio no estimulado no se observaron diferencias significativas
entre ambos lados del filtro (Figura 13B). En conjunto estos resultados sustentan que
las células LLC reciben sefiales apoptdticas durante la TEM a través de monocapas de

endotelio HUVEC estimulada con TNF-a.

c) Las células LLC reciben sefiales apoptoéticas a partir de 2 horas de co-cultivo con
HUVEC-TNF pero tras un tiempo prolongado se acumulan factores solubles
provenientes de la célula endotelial brindando supervivencia a las células

leucémicas.

En contraste con estos resultados observados, estudios previos han reportado
que después de algunos dias de co-cultivo el endotelio brinda efectos de supervivencia
a las células LLC (Long y cols. 1995, Moreno y cols. 2001, Ghia y cols. 2008, Buggins y
cols. 2010, Badoux y cols. 2011, Burger 2012, Maffei y cols. 2012). Por tal motivo
analizamos los efectos del tratamiento de TNF-a en el endotelio a distintos tiempos de
incubacién, co-cultivando las células LLC sobre monocapas estimuladas o no con TNF-
a, en la que evaluamos su viabilidad tras 12 horas de cultivo y después de 2 y 5 dias.

Al comparar la viabilidad de las células LLC con el control (no-HUVEC) observamos que
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al igual que los resultados reportados previamente (Long y cols. 1995, Moreno y cols.
2001, Ghia y cols. 2008, Buggins y cols. 2010, Badoux y cols. 2011, Burger 2012, Maffei
y cols. 2012) después de varios dias de cultivo (2 y 5 dias) habia efectos de
supervivencia de las células LLC co-cultivadas en monocapas no estimuladas (HUVEC-
noTNF) y a menor medida en HUVEC-TNF (Figura 14A). Sin embargo estos efectos no
se observaron a las 12 horas, observando incluso en HUVEC-TNF una caida en la
supervivencia (Figura 14A), coincidiendo con lo previamente observado en nuestros
ensayos TEM. Ademas en co-cultivos con monocapas fijadas con paraformaldehido
observamos que las células LLC carecian de efectos de supervivencia en HUVEC-noTNF
y de manera destacada la apoptosis se enfatiza a las 12 horas en HUVEC-TNF y aun
mas a los 2 y 5 dias (Figura 14A). Esto sugiere la liberacién de factores solubles a
tiempos prolongados que brindan dicha supervivencia a las células LLC en las

monocapas de HUVEC vivas.
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Figura 13. La frecuencia de células LLC apoptdticas es mayor en el lado basal de la
monocapa HUVEC-TNF, sugiriendo que reciben sefales apoptéticas durante la TEM.

A-B) Inmunofluorescencia de filtros de las placas transwell procedentes de los ensayos TEM
de 12 horas sobre monocapas HUVEC estimuladas (HUVEC +TNF) y no (HUVEC —no TNF) con
TNF-a. A) Se observa un mayor nimero de células apoptdticas (rojo) en HUVEC-TNF (panel
inferior izquierdo) y con mayor frecuencia en la pate inferior del filtro (panel inferior
derecha). TUNEL (rojo, nucleos apoptoéticos), a-CD31 (verde, uniones HUVEC) y Hoechst (azul,
nucleos). B) Frecuencia en porcentaje del numero de células LLC apoptodticas. Las imagenes
se obtuvieron por microscopia confocal de la parte superior e inferior de los filtros (20X; > 3
campos por filtro, 1-2 filtros por muestra), son representativas de un experimento TEM. El
namero total de nucleos fueron contados con el programa informatico Image J (> 200
ndcleos por muestra y condicion experimental).. Las significancias estadisticas fueron
determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; ***
P<0.001; n.s. no significativa. 55
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Para abordar el aspecto de la liberacion de posibles factores solubles co-
cultivamos células LLC con monocapas HUVEC-noTNF, debido a que fue donde
observamos un mayor efecto de supervivencia a tiempos prolongados. Transcurridos 5
dias de cultivo retiramos los sobrenadantes (medio condicionado) y los colocamos en
diferentes condiciones de cultivo (células LLC solas, co-cultivos con HUVEC-TNF y
HUVEC-noTNF) y tras 12 horas de incubacidn analizamos la supervivencia. Al comparar
estas condiciones con ensayos similares con medio de cultivo nuevo no condicionado
(control), encontramos que el medio condicionado promueve la supervivencia en las 3
condiciones de cultivo; células LLC solas, células LLC+HUVEC-TNF y células LLC+HUVEC-
noTNF (Figura 14B). Esto demuestra que definitivamente tras un prolongado tiempo
de cultivo se acumulan factores solubles provenientes de la célula endotelial que

brindan supervivencia a las células LLC.

Para estudiar las sefiales apoptdticas generadas por el endotelio estimulado
(HUVEC-TNF) observadas a las 12 horas, realizamos ensayos de co-cultivos a diferentes
lapsos de tiempo hasta llegar a las 12 horas, colocando las células LLC sobre
monocapas HUVEC-TNF y HUVEC-no TNF, tras retirar las células LLC del co-cultivo en
los tiempos sefalados éstas se mantuvieron en cultivo separadas de la monocapa
hasta completar las 12 horas con el objetivo estudiar las sefiales recibidas por parte
del endotelio. Tras el analisis de la supervivencia observamos que a partir de 2 horas
éstas senales ya son capaces de generar un efecto apoptdtico intensificandose a
tiempos mas prolongados (4 y 12 horas), sin embargo estos efectos no se observaron
en monocapas no estimuladas (HUVEC-no TNF) comparadas con las células LLC solas
(control, no-HUVEC), (Figura 14C). Por lo tanto podemos concluir que 2 horas de co-
cultivo de las células leucémicas con HUVEC-TNF eran suficientes para recibir éstas

sefiales a través del contacto que conducen irreversiblemente su apoptosis.

En conjunto estos resultados muestran que la viabilidad de las células LLC
puede verse afectada por el contacto directo con monocapas HUVEC pre-estimuladas
con TNF-a durante la extravasacién. Por lo tanto pensamos que este aspecto requiere
de una mayor investigacion para poder entender los mecanismos a través de los cuales

se reciben éstas sefiales pro-apoptadticas.
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Figura 14. Las células LLC reciben senales apotdticas a partir de 2 horas de co-cultivo con

HUVEC-TNF pero tras un tiempo prolongado se acumulan factores solubles provenientes de
la célula endotelial brindando supervivencia a las células leucémicas.

A) células LLC fueron cultivadas sobre monocapas HUVEC vivas vy fijadas tratadas
(HUVEC-TNF) y no (HUVEC-no TNF) con TNF-qa, se comparo con células LLC solas en cultivos
en suspension (No HUVEC, control), No se observaron efectos de supervivencia a las 12
horas, pero si a los 2 y 5 dias, esto sugiere la liberacién de factores solubles a tiempos
prolongados que brindan dicha supervivencia a las células LLC en las monocapas de HUVEC
vivas. B) células LLC fueron cultivadas por 12 horas con medio de cultivo (control) o medio
condicionado procedente de co-cultivos de células LLC-HUVEC-noTNF después de 5 dias de
cultivo. En todos los casos se observé un incremento en la viabilidad de las células LLC con el
medio condicionado. C) Células LLC fueron cultivadas en los tiempos sefialados, solas en
ausencia de HUVEC (control) y sobre monocapas HUVEC tratadas (HUVEC-TNF) y no (HUVEC-
noTNF) con TNF-a. Tras los tiempos sefialados se cultivaron solas hasta completar las 12
horas de incubacion. Se observa que dos horas son suficientes para que las células LLC
reciban las sefiales apoptéticas. Los graficos muestran los porcentajes de viabilidad en los
tiempos indicados. El porcentaje de viabilidad de las células LLC (Anexina-V"®, 7-AAD"%) fue
determinado por citometria de flujo y comparado con su respectivo control. Las significancias
estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05;
** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.

1.2 Células LLC de pacientes con adenopatia (LApos) presentan una mayor

supervivencia durante la TEM mediada por las cadenas de integrinas a4 y al.

Una vez establecido que la TEM afecta la supervivencia de las células LLC,
pensamos si pudiera existir una posible asociacién relacionados con parametros
clinicos de la enfermedad incluyendo la presencia de linfoadenopatias (LA), estado
mutacional del gen de la regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulinas
(IgHV) y la expresion de los antigenos ZAP-70 y CD38. Para este fin aumentamos el
numero de muestras incluyendo 20 pacientes mas en los ensayos TEM (Anexo 1, Tabla

1).
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a) Células LLC de pacientes con presencia de adenopatia (LApos) muestran un mayor
indice de migracidn asociado a una mayor supervivencia durante la TEM.

Tras analizar los ensayos TEM afadidos a los previamente realizados,
observamos en todas las muestras estudiadas una disminucién en la viabilidad de
ambas fracciones del ensayo TEM, tanto en las células no-TM y con mayor énfasis en la
fraccion TM tras compararlas con los niveles de supervivencia de las células LLC de los
cultivos en suspensién (control), confirmando nuestros ensayos previos. Observamos
una caida en la viabilidad de hasta un 20% en promedio, que iba de un 68% en el
control hasta una 48% en la fracciéon TM (Figura 15A). Debido a que los niveles de
supervivencia variaban entre las diferentes muestras las normalizamos de tal manera
que los cultivos en suspensién (control) fueron considerados el 100% y los datos de la
fraccion TM fueron referidos a éste porcentaje. Estos valores obtenidos fueron
definidos como resultados del porcentaje de supervivencia. Una vez relativizados los
datos los clasificamos de acuerdo a los parametros clinicos presentados por el paciente
al momento de recoleccién de la muestra.

Esto nos llevd a encontrar una asociacién significativa en la condicién de
linfoadenopatias (LA) y a menor grado en la expresién de ZAP-70, pero no asi en el
estado mutacional (IgHV) y la expresion de CD38 (Figura 15B). De manera interesante
las muestras de los pacientes que presentaban adenopatia (LApos) mostraban una
supervivencia significativamente mayor respecto a los que carecian de ellas (LAneg)
(Figura 15B). Por lo tanto pensamos que esto podria sugerir una posible asociacién con
la capacidad de la TEM. Para indagar en este aspecto determinamos los indices de
migracion mediante el calculo de los ratios de migracién referido al nimero de células
LLC colocadas para su migracidon de cada una de las muestras y los comparamos en
cada uno de los diferentes parametros clinicos. Tras el analisis observamos una
asociacion significativa en el indice de migracion de la condicidn LA, pero no asi en
cualquiera de los otros parametros estudiados como el estado mutacional (IgHV),
expresion de Zap-70 o CD38 (Figura 15C).

Para afianzar esta hipotesis realizamos un analisis de regresion lineal entre los
niveles del porcentaje de supervivencia y del el indice de migracion obteniendo como
resultado una marcada correlacion (Figura 15D), sustentando nuestra conclusion

anterior.
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Figura 15. Células LLC de pacientes con presencia de adenopatia (LApos) muestran un
mayor indice de migracion asociado a una mayor supervivencia durante la TEM.

A) Células LLC de 30 pacientes fueron estudiadas en ensayos TEM a través de monocapas
HUVEC-TNF. La viabilidad de las células no-TM y TM fue determinada mediante el analisis
por citometria de flujo después de 12 horas de cultivo y comparadas con las células LLC de
los cultivos en suspension (No-HUVEC). Todas las muestras disminuyeron su viabilidad en las
fracciones no-TM y con mayor enfacis en TM. B) El porcentaje de supervivencia fue
determinado tras referir la viabilidad de la fraccion TM a los cultivos en suspensién y
comparados entre las muestras de acuerdo a los pardmetros clinicos de enfermedad
indicados. Encontrando la mayor asociacién con el pardmetro de LA, con una mayor
supervivencia en los casos LApos. C) El nimero absoluto de células TM recuperadas del
pocillo inferior fue medido por citometria de flujo y expresado como indice de migracién
tras ser referido al nimero total de células LLC colocadas en el pocillo superior al inicio de la
TEM. El indice de migraciéon de las muestras fue comparado a los distintos parametros
clinicos. Encontrando una fuerte asociacion con la condicién LA con un mayor indice en
LApos. D) El grafico muestra una correlacion directa entre el porcentaje de supervivencia y
el indice de migracién. La R representa el coeficiente de correlacién de spearman. Las
significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos
colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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b) La expresion mas alta de la integrina a4 en las células LLC se asocia de manera

directa con los pacientes de LApos y con el indice de migracion.

Debido a que la expresidon de la integrina a4 ha sido correlacionada con una
mayor capacidad TEM en los casos de LApos (Till y cols. 2002, Till y cols. 2005,
Hartmann y cols. 2009) y que probablemente podria mediar sefales de supervivencia
(Zucchetto y cols. 2009, Maffei y cols. 2012), investigamos las posibles asociaciones
entre el indice de migracidn y porcentaje de supervivencia en relacién a la expresién
de las integrinas a4 y al. Mediante estudios de citometria de flujo determinamos la
expresiéon de ambas integrinas y su correspondiente cadena B. De acuerdo a los
pardametros de enfermedad estudiados observamos en el parametro LA diferencias
significativas en la expresidon de a4 y en menor grado en la expresién de CD38, pero
no asi en el estado mutacional y ZAP-70 (Figura 16A), mientras que en el caso de alL no
se encontré una asociacion significativa en ninguno de los pardmetros estudiados
(Figura 16B).

Después de analizar los niveles de expresidon de estas integrinas estudiamos su
relacion con el indice de migracion. Mediante el estudio de regresidon linear entre la
expresion de a4 y al con el indice de migracién encontramos una marcada correlaciéon

con a4 (Figura 16C) y a menor grado con al (Figura 16D).

c) Las células LLC muestran una disminucion en las expresiones de integrinas en
comparacion con los LBP, correlacionandose con el porcentaje de supervivencia de

las células TM.

Al comparar las expresiones antes obtenidas con linfocitos B sanos (LBP)
encontramos que las células LLC muestran una expresion mds baja que los LBP pero
significativamente aumentada en pacientes con LApos respecto a los casos LAneg en
las 4 cadenas de integrinas estudiadas (a4, B1, alL y B2) (Figura 17A). Esto se
correlaciona con una mejor capacidad en la TEM de los casos LApos antes descrita
(Figura 15C).

Al analizar estas expresiones y su relacion con el porcentaje de supervivencia
en el parametro clinico de LA, encontramos de manera interesante una fuerte

correlacién entre el porcentaje de supervivencia de las células TM y la expresion de a4
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(Figura 17B) pero no asi con al (Figura 17C). Esto refuerza el papel especifico de a4,
observandose claramente una mayor expresion de a4 en los casos LApos

directamente relacionada a un mayor porcentaje de supervivencia en la células TM

(Figura 17B).

A Integrina a4 B Integrina al
120 - . ns. ns N 60 n.s n.s n.s n.s
g 100 . . . . S s ' : * )
g . . . . 3 . . . .
© 80 1 . . . . 2
= S o 8 .« 3 (] .
o . . . . % .
2 ] L .t ! . £ 2 . s 3 3
g . ! : ; * i 3 . % . . . . : . .
c . . ry . {:) — — e —
10 40 A . . 5 20 * °_ s * b
@ $ . : s 5 o ¢
[0 = .
5. O (=% . . ]
5 20 ‘ ' 4 o : ! : .
. . : - : : t .
0
Neg Pos M UM Neg Pos Neg Pos Neg Pos M UM  Neg Pos Neg Pos
LA IgHV ZAP-70 CcD38 LA IgHv ZAP-70 CD38
25 - 25 -
R (coef. corr.) = 0,682 R (coef. corr.) = 0,347
P>0,001 P>0,05
—~ 20 20 |
s o * = ® °
:5 * e 5 g .
g 15 - 7 'S 15
= LI © L ] o_
g . e, =) . . e
5 Q:/’ ° £ o T
T 10 A e o 7 o S 10 A . o
8 e o 7 @ L b
= g o 3
2 0./’ * =] % . *
54 -7 o * ° 5 4 o® .
(X ] oe 3° °
0 T T T T T T T T T T 1 O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 0 10 20 30 40 50 60
Expresion de integrina a4 Expresion de integrina aL
(MFI) (MF1)

Figura 16. La expresidon mas alta de la integrina a4 en las células LLC se asocia de manera
directa con los pacientes de LApos y con el indice de migracién.
A-D) La expresion de membrana de las cadenas de integrinas a4 y al determinada por la
intensidad media de fluorescencia (MIF) medida por citometria de flujo en las 30 muestras
de pacientes de LLC. (A-B) Tras determinar los niveles de expresiéon se compararon con los
parametros clinicos sefialados. A) a4 presenta una marcada asociacion con la condicion LA,
con una mayor expresion en LApos . B) al no presenta ninguna asociacion a los parametros
clinicos. (C-D) También se determind la correlacidn lineal de los indices de migracion con la
expresion de a4 (C) y al (B). Encontrando una mayor correlacién con a4. La R representa el
coeficiente de correlacién de spearman. Las significancias estadisticas fueron determinadas
por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no
significativa.
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Figura 17. Las células LLC muestran una disminucion en las expresiones de integrinas en
comparacion con los LBP, correlacionandose con el porcentaje de supervivencia de las células
TM.

A-C) Los niveles de expresion de membrana de las parejas de cadenas de integrinas a4, Bly al,
B2 fue medido por citometria de flujo (MFI) en linfocitos b (LBP) y células LLC . A) Las células LLC
de pacientes LApos presentan una menor expresion de integrinas que los LBP pero mayor a los
casos LAneg. Whisper-box plots representan los datos del numero de casos indicados en cada
condicidn LA . B-C) Analisis de correlacidn lineal del porcentaje de supervivencia de la fraccion
TM de la TEM vy la expresion (MFI) de a4 (B) y aL (C). Encontrando una correlacién significativa
en a4. La R representa el coeficiente de correlacién de spearman. Las significancias estadisticas
fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; ***
P<0.001; n.s. no significativa.

d) El bloqueo de la interaccion de las integrinas a4 y aL en las células LLC con sus
ligandos endoteliales VCAM-1 e ICAM-1 respectivamente promueve la supervivencia

de las células leucémicas durante la TEM.

Para confirmar este resultado previo, realizamos ensayos TEM de pacientes con
LApos y LAneg bloqueando de manera independiente las interacciones de a4 y al
mediante la pre-incubacién de las células LLC con sus ligandos endoteliales usando
proteinas recombinantes de VCAM-1 (rh-VCAM-1) o ICAM-1 (rh-ICAM-1)
respectivamente. Para este ensayo comparamos cinco muestras con diferentes
expresiones de a4 o alL de cada condicion clinica de LA (Tabla 3). Los casos LApos
mostraron una marcada reduccion en el indice de migracidn con el bloqueo de amabas
integrinas comparadas con las células LLC no tratadas (control). Sin embargo un efecto

mayor del bloqueo fue observado en a4 a través del tratamiento con rh VCAM-1
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(Figura 18A), en contraste con las muestras de la condicidn clinica LAneg donde no se
observaron efectos evidentes (Figura 18A). Esto confirma que ambas integrinas juegan
un papel critico en la TEM en los casos de LApos.

Al analizar de manera independiente los efectos en la viabilidad de los bloqueos
de las integrinas a4 y al en las fracciones no-TM y TM de la TEM, observamos que en
los caso de LApos el bloqueo tanto en a4 como en al, provoca un aumento en la
supervivencia en ambas fracciones de la TEM y en mayor magnitud en el bloqueo de
oL comparadas con las células LLC no tratadas (Figura 18B), mientras que en los casos
de LAneg este efecto solo se observa en el bloqueo de al (Figura 18B). En los cultivos
en suspensidn no se observaron cambios significativos en la viabilidad de las células
LLC tras el bloqueo por la unién de las proteinas recombinantes (Figura 18B). Esto
sugiere que los efectos observados en los ensayos TEM pueden estar relacionados con
la inhibicion de la interaccion de la integrina correspondiente con el endotelio. Al
referir los porcentajes de supervivencia de las células TM respecto a los cultivos en
suspension, observamos que en los casos de LApos tras los tratamientos con los
ligandos recombinantes los efectos de una mayor supervivencia se mantienen (Figura
18C), sin embargo al referirlos a la fraccion no-TM estos efectos se ven afectados,
disminuyendo su viabilidad (Figura 18C). Por tanto esto sugiere que la interaccién de
integrinas incluso podria ademas rescatar a las células LLC durante la diapédesis de las

sefiales apoptoticas recibidas al inicio de la adhesién.

Tabla 3: Expresiones de a4 y alL en muestras de células LLC utilizadas para el bloqueo
con rh-ICAM-1 y rh-VCAM-1 en los ensayos TEMn = numero, MFI = Intensidad media

Casos LApos Casos LAneg

LLC n. a4 (MFI) ol (MFI) LLC n. ad (MFI) L (MFI)
n. 6 89.00 7.84 n. 1 25.00 11.95
n. 9 63.56 8.73 n. 23 18.00 18.00
n. 12 45.00 10.54 n. 25 33.00 26.00
n. 14 78.00 10.85 n. 26 35.00 35.00
n. 20 65.00 24.00 n. 27 39.00 12.00

de fluorescencia, LApos = Linfoadenopatia positiva, LAneg = Linfoadenopatia negativa
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Figura 18. El bloqueo de la interaccion de las integrinas a4 y al de las células LLC con sus ligandos
endoteliales VCAM-1 e ICAM-1 respectivamente, promueve la supervivencia de las células
leucémicas durante la TEM.

A-C) 10 pacientes de LLC con (LApos) y sin (LAneg) adenopatia (5 de c/u) fueron pre-incubadas o no
(No tratadas) con proteina soluble recombinante de humano VCAM-1 (+ rh VCAM-1) o ICAM-1 (+
rh ICAM-1). Estas se utilizaron en ensayos TEM sobre monocapas HUVEC-TNF o cultivadas solas
en suspension (cultivos en suspensién) durante 12 horas. A) El bloqueo de las integrinas provoco
una disminucidn en los casos LApos marcadamente mayor comparada con el control. B) LApos
presentan un aumento en los niveles de viabilidad comparados con el control (No tratamiento) de
los cultivos en suspensidn en ambas fracciones de los ensayos TEM (no-TM y TM). C) Efectos de los
tratamientos de rhVCAM-1 o rhVCAM-1 en porcentajes de viabilidad relativa, de la fraccion TM
referida a los cultivos en suspension , las LApos presentaron cambios mas significativos con un
aumento en la viabilidad, pero no asi al referirlos con la fraccién no-TM de cada una de las
muestras (poblaciones de referencia = 100%). Los colores indican: Azul claro, tratamiento con
rhVCAM-1; blanco, células LLC no tratadas; azul obscuro tratamiento con rhICAM-1. Las
significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. *
P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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1.3 La supervivencia dependiente de integrinas es contrarrestada por la sefializacion
reverse de ephrinA4.

Una vez establecido que las integrinas median la supervivencia en las células
LLC durante la TEM, quisimos analizar la posible modulacion a través de ephrinA4
mediante la sefal reverse como previamente habiamos descrito en nuestro laboratorio
(Trinidad y cols. 2009). Primero determinamos los niveles de expresidn por citometria
de flujo de ephrinA4 en la superficie celular en las 30 muestras analizadas y
estudiamos su asociacién con los parametros clinicos antes descritos a los que

incluimos alteraciones citogenéticas.

a) La expresion de membrana de ephrinA4 en la células LLC esta claramente
disminuida en los casos de LApos correlaciondandose de manera indirecta con el
porcentaje de supervivencia durante la TEM en ambas condiciones de LA.

Tras clasificar las muestras de acuerdo a los diferentes pardmetros clinicos
estudiados en relacidn a su expresion de ephrinA4,la mayor asociacién fue encontrada
de manera significativa en la condicién LA pero no asi en IgHV, ZAP-70 y CD38 (Figura
19A). Estas expresiones estan dentro de la misma linea de nuestros resultados previos
(Alonso-Colmenar y cols. 2009, Trinidad y cols. 2009), en donde encontramos que la
expresion de ephrinA4 fue significativamente mas alta en LAneg que en las muestras
LApos (Figura 19A). En relacion a las alteraciones citogenéticas encontramos que los
niveles de expresion de ephrinA4 fueron bajos en la mayoria de los casos con trisomia
12 (tris12) (4 de 5) y en pacientes con delecidon 11q (3 de 4) (Figura 19A), lo que podria
estar relacionado con el incremento en el riesgo de presentar adenopatias en este tipo
de pacientes.

De manera interesante al estudiar esta expresién y su relacién con el
porcentaje de supervivencia en ambas condiciones de LA (Figura 19B-C), encontramos
una correlacion inversa tanto en las LApos (Figura 19B) como en los casos de LAneg
(Figura 19C), observando en términos generales que una mayor expresién de la
ephrinA4 resulta en una menor supervivencia, contrario a lo observado con integrinas
(Figura 17B-C). Por lo tanto las expresiones de ephrinA4 y CD49d (a4) parecieran seguir
un patron inverso. Tras realizar un estudio de correlacion lineal entre estas dos

moléculas, efectivamente, encontramos una correlacion inversa en los niveles de
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expresion (Figura 20A). Ademas encontramos que en los casos LApos la presencia de
una poblacién con alta expresién de CD49d se correlaciona con una baja expresion de
ephrinA4 (Figura 20B). En conjunto estos datos sugieren que ephrinA4 podria mediar la
supervivencia durante la TEM de las células LLC directa y/o indirectamente modulando
la adhesidn de integrinas.
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Figura 19. La expresion de membrana de ephrinA4 en las células LLC esta claramente
disminuida en los casos LApos correlaciondndose de manera indirecta con el porcentaje de
supervivencia durante la TEM en ambas condiciones de LA.
A-C) La expresion de ephrinA4 fue medida en la superficie celular por citometria de flujo
(MFI) de las muestras de los 30 pacientes estudiados y se determind su correlacion con el
porcentaje de supervivencia. A) Anadlisis de la expresion de ephrinA4 de acuerdo a los
parametros clinicos de la enfermedad mostrd una asociacién directa con LA econtrando una
mayor expresidon en LAneg. Resultados similares fueron obtenidos cuando se excluyeron los
cuatro casos con la expresion considerablemente mas alta que el resto de las muestras (no
mostrado). B-C) Estudio de correlacion lineal de la expresidon de ephrinA4 con el porcentaje
de supervivencia mostraron una correlacién inversa en ambos casos LA, marcadamente
mayor en los casos de LApos (B) comparados con LAneg (C). La R representa el coeficiente de
correlacién de spearman. La significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de
t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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Figura 20. La expresion de membrana de ephrinA4 en las células LLC presenta una correlacion
inversa con los niveles de expresion de a4.

A-C) La expresion de ephrinA4 y a4 (CD49d) fueron medidos en la superficie celular por
citometria de flujo (MFI) de las muestras de los 30 pacientes estudiados. A) Se observd una
correlacién inversa entre la expresion de membrana de ephrinAd4 y a4. B) dot plots de la
expresion de ephrinaA4 respecto a a4 en pacientes de LApos observando una poblaciéon con
una expresion alta de a4 a diferencia de los casos LAneg en la cual estd ausente. La R
representa el coeficiente de correlacion de spearman.

b) La seial reverse generada por ephrinA4 provoca una disminucion en la
supervivencia de las células LLC en los casos LApos al interactuar con los ligandos de

integrinas ICAM-1 y VCAM-1.

Para estudiar la posibilidad de que ephrinA4 podria probablemente mediar la
supervivencia de las células LLC durante la TEM de manera directa y/o indirectamente
modulando la adhesion de integrinas, pre-incubamos las células LLC con un exceso de
proteina recombinante humana de dominio extracelular de EphA2 (EphA2-Fc) la cual
podria provocar una sefalizacidon reverse modulando la afinidad de las integrinas
(Trinidad y cols. 2009). Las células LLC fueron cultivadas solas en suspensién o con
rhICAM-1 o rhVCAM-1 previamente pegadas a placa en el fondo el pocillo, ademas
estudiamos otros ligandos de integrinas de la matriz extracelular (ECM) incluyendo
fibronectina (FN), coldgeno tipo-1 (CL-1), laminina (LM) y vitronectina (VN) y BSA como
testigo. Analizamos su viabilidad como en los ensayos TEM tras 12 horas de cultivo.

Al relativizar los datos al control (células LLC solas en suspensidon) observamos

que EphA2-Fc no provocd efectos significativos en la viabilidad de las células
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leucémicas cultivadas con BSA, descartando un rol auténomo de la sefializacidn
reverse de ephrinA4 en la supervivencia de las células LLC. Al contrario de esto, si se
observaron efectos sobre los distintos ligandos de integrinas en ambas condiciones
clinicas de LA (Figura 21A-B).

En las células LLC no tratadas con EphA2-Fc observamos efectos de
supervivencia en los casos LApos sobre cada uno de los dos ligandos endoteliales
(ICAM-1, VCAM-1) (Figura 21A) pero no asi en los casos LAneg (Figura 21B). Por otro
lado se observd en todas las muestras que las ECM inducen una disminucién en la
viabilidad de las células LLC (Figura 21A-B), a excepcion de FN que se une a través de la
integrina a4, generando efectos de supervivencia en los casos de LApos (Figura 21A)
pero no asi en LAneg (Figura 21B). Estos datos concuerdan con las sefiales de
supervivencia mediadas por las integrinas al y principalmente por a4 durante la
diapédesis, como se concluyd anteriormente al bloquearlas durante los ensayos TEM
(Figura 18B).

Por otro lado las células LLC tratadas con EphA2-Fc provocaron una disminucién
de los efectos observados en las células LLC no tratadas, disminuyendo la viabilidad en
las LApos con rhICAM-1 y rhVCAM-1 asi como con FN (Figura 21A), mientras que en las
ECM la sefial reverse protege de la apoptosis en ambos casos de LA (Figura 21A-B)
disminuyendo la apoptosis observada en las células LLC no tratadas. Por lo tanto
podriamos pensar que la sefial reverse generada por ephrinA4 podria estar afectando
los niveles de expresion de las integrinas provocando, por un lado, una disminucién en
la supervivencia de las células LLC y por otro evitando la apoptosis en los casos de las

ECM, probablemente al impedir la interaccidn con sus respectivos ligandos.

c) La seiial reverse generada por ephrinA4 provoca una disminucion en la adhesion
de las células LLC a HUVEC-TNF mediante el secuestro de las integrinas a4 y al sin

alterar sus niveles de expresion de membrana.

Para indagar en los efectos provocados por la seial reverse generada por
ephrinA4 y el posible dafio a los niveles de expresién de integrinas estudiamos 3
muestras de casos de Lapos. Tras el tratamiento de EphA2-Fc los niveles de expresién

fueron medidos por citometria de flujo y las células LLC fueron colocadas sobre
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monocapas HUVEC-TNF durante dos horas de incubacidn para estudiar su adhesion.
Tras analizar la adhesidn por microscopia encontramos que la sefal reverse generada
a través ephrinA4 tras la unién con EphA2-Fc inhibe la adhesion a los ligandos de
integrinas (Figura 22A), observando una disminuciéon en el nimero de células LLC
adheridas respecto a las células LLC no tratadas en las 3 muestras analizadas (Figura
22B). Esta sefial generada no provocé una alteracidn en la expresién de membrana de
las integrinas en las células LLC (Figura 22C).Tras determinar las medias de las
muestras analizadas no encontraron cambios significativos después el tratamiento de

EphA2-Fc (Figura 22D).
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Figura 21. La sefial reverse generada por ephrinA4 provoca una disminucion en la
supervivencia de las células LLC en los casos LApos al interactuar con los ligandos de
integrinas ICAM-1 y VCAM-1.

A-B) Células LLC fueron cultivadas en suspensién durante 12 horas en pocillos no tratados
(control) o en pocillos que contenian proteina inmovilizada pegada en placa (rhlICAM-1,
rhVCAM-1, CL-1, LM,VN, FN) y BSA usado como proteina no especifica también inmovilizado en
placa. Las células fueron pre-incubadas (+ EphA2-Fc) o no (no tratamiento) con cantidades
saturantes de proteina recombinante EphA2 de dominio extracelular (EphA2-Fc). A) EphA2-Fc
provocd en las muestras LApos una disminucién en la viabilidad con las MAC pero disminuye la
apoptosis provocada por las proteinas de la MEC (excepto FN). B) En LAneg no se observaron
cambios signifiativos con las MAC pero si rescata de la apoptosis a las células LLC con las
proteinas de las MEC. La viabilidad de las células LLC se muestra en porcentaje respecto al
control. Whisper-box plots representas los datos del nimero de casos indicados en cada
condicién LA: (+) media y (-) mediana. Las significancias estadisticas fueron determinadas por
la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no
significativa.
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Figura 22. La sefial reverse generada por ephrinA4 provoca una disminucién en la adhesion de
las células LLC a HUVEC-TNF sin alterar los niveles de expresion de membrana de las parejas de
integrinas a4, Bl y al, 2.

A-B) Ensayos de co-cultivos (2 horas) sobre monocapas HUVEC previamente estimuladas con
TNF-a. 3X10° células LLC fueron colocadas por pocillo tratadas y no previamente con EphA2-Fc.
A) Estudios de inmunofluorescencia analizados por microscopia confocal (Objetivo 40X) tefidos
con los anticuerpos a -ICAM-1 —FITC (verde) y Hoechst (azul). Se observa un mayor nimero de
células LLC no tratadas (izquierda) adheridas comparadas con las tratadas con EphA2-Fc
(derecha), los circulos en rojo fueron colocados manualmente para indicar las células LLC
adheridas. B) Representacion grafica del promedio del nimero de células LLC adheridas por
campo (3 campos por muestra), las barras representan la media de tres experimentos con
diferentes muestras de células LLC. C-D) Expresién de las cadenas de integrinas a4, f1, aLy B2
de tres pacientes con LApos previamente tratadas (+ EphA2-Fc) y no (No tratamiento) con
concentraciones saturantes de EphA2-Fc. C) Histogramas del analisis por citometria de flujo no
muestran cambios en la expresién de integrinas tras el tratamiento. Gris sombreado indica la
autofluorescencia; negro, células LLC no tratadas; verde, células LLC + EphA2-Fc. D)
Representacion grafica del andlisis por citometria de flujo, las barras representan la media de las
muestras analizadas. Ninguna cadena de integrinas presento cambios en su expresion tras el
tratamiento. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student
pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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Posteriormente realizamos ensayos de co-localizacion mediante microscopia
confocal de células LLC incubadas y no con EphA2-Fc (Figura 23). Tras realizar la
agrupacion “clustering” de ephrinA4 (Tiempo 15 min) observamos la ausencia de un
marcaje intracelular de las cadenas de integrinas a4 y ol (Figura 23A), descartando
una internalizacién. Esto concuerda con los resultados anteriores, en los que no se
observaron variaciones en los niveles de expresién de membrana de las integrinas. Sin
embargo, si se observé a ephrinA4 agrupada a través de EphA2-Fc coincidiendo con las
cadenas de integrinas a4 (Figura 23 A, panel superior) y aL (Figura 23A, panel inferior).
El tiempo 0 min fue usado como control. Por tanto se determiné que existe un alto
porcentaje de co-localizacidn de las integrinas a4 y alL a ephrinA4 cuando las células
LLC fueron tratadas con EphA2-Fc (Figura 23B, barras rojas).Resultados similares
fueron obtenidos en el porcentaje de co-localizacion de ephrinA4 con integrinas
(Figura 23B, barras verdes). Por lo tanto, la unién de ephrinA4 con EphA2 podria inhibir
la adhesion de integrinas durante la TEM a través de una captura fisica de estas
cadenas, secuestrando la cadena de integrina en la superficie celular de las células LLC,
sugiriendo que la interaccién fisica podria modular la capacidad de unién de las
integrinas.

Por tanto pensamos que esta interaccion pudiera provocar un efecto que altere
la funcionalidad de las integrinas. Para abordar este aspecto medimos por citometria
de flujo el estado de activacion de a4 en las células LLC tratadas y no con EphA2-Fc. Las
células LLC fueron tefiidas con el anticuerpo HUTS-21, el cual reconoce con gran
afinidad el estado conformacional de la integrina a4. Los resultados demostraron que
el tratamiento con EphA2-Fc inactiva la integrina a4 en las células leucémicas, incluso
cuando provocamos una activaciéon en estas células afiadiendo Mn?* al medio de
cultivo (Figura 24A). De la misma manera, cuando afiadimos VCAM-1-Fc soluble la
unién a las células LLC fue marcadamente reducida en las células tratadas con EphA2-
Fc (Figura 24B).

En conclusidn, estos datos apoyan fuertemente que la sefalizacién a través de
ephrinA4 en las células LLC inhibe la union de integrinas a su ligando y por lo tanto las

sefiales de apoptosis y/o supervivencia.
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Figura 23. La seiial reverse de ephrinA4 provocado por la unién de proteina recombinante
EphA2-Fc secuestra fisicamente las integrinas a4 y al.

A) Ensayo de co-localizacidon de ephrinA4 y las cadenas de integrinas a4 panel superior y al
panel inferior a tiempo cero usado como control y a 15 minutos para la agrupacién (clustering)
de ephrinA4. La agrupacion de la ephrinA4 (EphA2-Fc, verde) muestra una co-localizaciéon con
ambas cadenas de integrinas (rojo), observada a los 15 min del cultivo. Los nucleos fueron
tefiidos con Hoechst (azul). B) Las barras muestran ambas integrinas en porcentaje de co-
localizacién de ephrinA4 con integrinas (verde) y el porcentaje de co-colocalizacion de
integrinas con ephrinA4 (amarillas) en las células LLC tratadas (+ EphA2-Fc) y no (+ hFg,
control). Se muestra un experimento representativo de 3 realizados. Las significancias
estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; **
P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.

0 min

T=

15 min

T=

72



Resultados

A Autofluorescencia B Autofluorescencia
, , No tratamiento| Medio 1 A , 1 No tratamiento| Medio
m . |
JA‘\ N “.‘. \ +EphA2-Fc | *Mn* ; TP +EphA2-Fc | ¥ Mn*
|
[ /) ‘ !
\ / / No tratamiento| Medio i ‘ " No tratamiento| Medio
| + EphA2-Fc normal 1‘ II RN ™, + EphA2-Fc normal
1 | / J L
'\ L
/ ke P, | !
o N\
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10"
HUTS21 (a4 activada) VCAM-1-Fc + anti-Fc PE
(MFI) (MFI)

Figura 24. La sefial reverse de ephrinA4 provocado por la unién de proteina
recombinante EphA2-Fc secuestra fisicamente las integrinas a4 y al.

A-B) Suspensiones celulares LLC (1X10°) fueron incubadas con cantidades saturantes de
EphA2-Fc (+ EphA2-Fc) o solo con rhFc (No tratamiento) (A), o con anti-Fc -PE previamente
unido a VCAM-1-Fc (B), ambos en medio normal o condicionado para provocar aun mas la
activacion de a4; Medio + 1mM MnCl, (Medio + Mn?*). A) Tras revelar la activacion de o4
con el anticuerpo HUTS-21 unido a PE, los histogramas muestran una disminuciéon en la
actividad de a4 en las células tratadas (+ EphA2-Fc) (lineas verdes), incluso con Medio +
Mn?* (linea naranja). B) Los histogramas muestran una disminucién en la unién de a4 al
ligando VCAM-1-Fc (lineas verdes) y de igual manera en medios Medio + Mn*" (linea
naranja).

d) La unién de ephrinA4 al endotelio a través de EphA2 impide las sefales de

supervivencia a través de integrinas proporcionadas durante la TEM.

Tras observar los posibles efectos de la seializacién reverse a través de
ephrinA4 en las células LLC, estudiamos ademas sus efectos en los ensayos TEM pre-
incubando las células LLC con EphA2-Fc. En estas condiciones la sefializacién
bidireccional a través del ligando-receptor en las células LLC y endotelio es inhibida
como se explica en el apartado de material y métodos (Figura 9), pero la sefializacién
reverse de la ephrinA4 en las células LLC puede llevarse a cabo eventualmente
(Trinidad y cols. 2009). Para estos experimentos elegimos seis muestras del parametro
clinico LA con diferentes niveles de expresion de ephrinA4 dentro de cada grupo
(LApos, LAneg) (Anexo 1, Tabla 1). De acuerdo con nuestros resultados previos

(Trinidad y cols. 2009), observamos que el tratamiento con EphA2-Fc provocd una

73



Resultados

marcada disminucion en los indices del porcentaje de migracion en la TEM en todas las
muestras (Figura 25A), corroborando la inhibicidn de la adhesion de integrinas con sus

ligandos endoteliales.

Al analizar la viabilidad encontramos que, del mismo modo que en el bloqueo de
integrinas en los ensayos TEM (Figura 18), el bloqueo con EphA2-Fc también induce un
incremento significativo en la viabilidad de las células no-TM y TM en todas las
muestras y en ambos casos de la condicion LA (Figura 25B). Al relativizar los
porcentajes de viabilidad de la fraccién TM con los cultivos en suspensidn se observé
que la supervivencia se mantenia con una ligera pero significativa mejora en el
porcentaje de supervivencia en LApos y en menor grado en LAneg, pero no asi al
referirlos a la fraccidon no-TM, donde se observé una disminucién en los casos de LApos
y sin efecto en LAneg (Figura 25C). Estos datos apoyan fuertemente que la unién de
ephrinA4 al endotelio mediante EphA2 impide las sefiales de supervivencia a través de

integrinas proporcionadas durante la diapédesis.

1.4 La ausencia de la sefalizacion reverse de ephrinA4 mejora dramaticamente la

supervivencia de las células LLC TM de los casos Lapos

Con el fin de aclarar aun mas el rol de la sefalizacién de ephrinA4 en los
ensayos TEM, realizamos ensayos de silenciamiento de esta sefial empleando ARN de
interferencia (siRNA). Primeramente silenciamos EphA2 en la célula endotelial, sin
embargo la ausencia de este receptor fue incapaz de unir estrechamente a las células
endoteliales y por lo tanto no permitié formar una monocapa (Figura 26), limitando la
realizacion de los ensayos TEM. Por tanto para poder llevar a cabo estos ensayos
silenciamos la ephrinA4 en las células LLC mediante nucleofeccidn con siRNA en las seis
muestras de LApos y LAneg utilizadas anteriormente en los tratamientos de bloqueo

con EphA2-Fc en los ensayos TEM.
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Figura 25. La union de ephrinA4 al endotelio a través de EphA2 impide las senales de
supervivencia a través de integrinas proporcionadas durante la TEM.

A-C) Células LLC de pacientes con (LApos) y sin (LAneg) linfoadenopatia, las cuales fueron pre-
incubadas o no (No tratadas) con cantidades saturantes de proteina recombinante humana
EphA2-Fc (+ EphA2-Fc) o con fragmentos h-Fc (+ hFc). Las células LLC pre-tratadas fueron
utilizadas para ensayos TEM sobre monocapas HUVEC-TNF o cultivadas solas en suspension
(cultivos en suspension) durante 12 horas. A) Disminucidon en los indices de migracién en
ambos casos de LA provocado por el tratamiento. B) LApos y LAneg presentan un aumento en
los niveles de viabilidad en ambas fracciones de los ensayos TEM (no-TM y TM) después del
tratamiento con las proteinas recombinantes. C) Efectos de los tratamientos EphA2-Fc en
porcentajes de viabilidad relativa de la fraccién TM referida a los cultivos en suspension
muestran un aumento en la viabilidad en LApos y una caida en la viabilidad referida a la
fraccion no-TM de cada muestra (poblaciones de referencia = 100%). Los colores indican: verde
claro, tratamiento con hFc; blanco, células LLC no tratadas; verde obscuro tratamiento con
EphA2-Fc. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student
pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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siRNA negativo EphA2 siRNA

Figura 26. El silenciamiento de EphA2 en las células HUVEC inhibe la formacion de la
monocapa endotelial. Cultivos de células HUVEC nucleofectadas con ARN de interferencia
para EphA2 (izquierda, EphA2 siRNA) o sin nucleofectar (derecha, siRNA negativo) fueron
procesados para inmunodeteccién de anti-VE-Cadherina (verde) y Hoechst (Azul). Objetivo
HCX PL APO CS 40.0x1.25 OIL UV. Se observa que el silenciamiento de EphA2 en las HUVEC
inhibe una formacion adecuada de la monocapa endotelial (derecha), mientras que en el
control donde se observa una monocapa uniforme (lzquierda)

a) El silenciamiento de la expresion de ephrinA4 en las células LLC de pacientes cony
sin adenopatias permite una mayor adhesion al endotelio pero impide su migracion.
Una vez nucleofectadas las células LLC se dejaron en cultivo 48 horas vy
posteriormente se midid por citometria de flujo la expresion de membrana de
ephrinA4 (Figura 27A). Todas las muestras de LLC mostraron una fuerte reduccién de la
expresion (Figura 27B) sin afectar significativamente la expresidon de las integrinas
(Figura 27C). Una vez verificado el silenciamiento de ephrinA4 utilizamos estas células
LLC para el estudio de ensayos TEM. Tras realizar el ensayo TEM observamos que las
células leucémicas silenciadas muestran una fuerte reduccién en los porcentajes de
TEM comparadas con el control negativo (siRNA neg) o células LLC no tratadas (Figura
28A). Para indagar si esta disminucion de células LLC migradas se debia a un efecto de
repulsién o deficiencia de adhesidn como lo observamos con los tratamientos de
EphA2-Fc, analizamos los filtros de la placa transwell del ensayo TEM. Tras analizar los

filtros por microscopia de fluorescencia (Figura 28B) observamos en las células LLC
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silenciadas un incremento en el nimero de células adheridas a la monocapa HUVEC-
TNF comparadas con las células LLC no tratadas (Figura 28C) indicando que la ausencia
de ephrinA4 promueve una mayor adhesion (Alonso-Colmenar y cols. 2009, Trinidad y

cols. 2009),pero no permite la diapédesis de las células LLC.
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Figura 27. Expresion de membrana de ephrinA4 e integrinas tras 48 horas después de la
nucleofeccion.
A-C) células LLC de pacientes con (LApos) y sin (LAneg) adenopatias fueron nucleofectadas
con ARN de interferencia para ephrinA4 (ephrinA4 siRNA) o con el control negativo (siRNA
neg). 48 horas después de la nucleofeccién la expresion de membrana de ephrinA4 e
integrinas a4 y ol fueron medida por citometria de flujo. A) Histogramas representativos
de una de las muestras nucleofectadas (rojo) muestra una caida en la expresion de ephrinA4
comparadas con siRNA neg (verde) y células LLC no tratadas (azul), la autofluorescencia se
muestra en negro. B) Grafico comparativo entre las 12 muestras nucleofectadas (azul
obscuro, ephrinA4 siRNA) con el control negativo (azul claro, siRNA neg) y las células LLC no
tratadas (blanco) en ambas condiciones clinicas de LA muestran una caida en la expresion de
ephrinA4. C) Comparacion de los niveles de expresidon (MFI) de integrinas a4 (izquierda) y
oL (derecha) interferidas (azul) o no (blanco) 48 horas después de la nucleofeccién, no
presentan cambios en la expresion de integrinas. Las significancias estadisticas fueron
determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; ***
P<0.001; n.s. no significativa.
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Figura 28. El silenciamiento de la expresion de ephrinA4 en las células LLC de pacientes
con y sin adenopatias permite una mayor adhesion al endotelio pero impide su
migracion.

A) Disminucion en los indices de migracién de los ensayos TEM de las células LLC
nucleofectadas (ephrinA4 siRNA, azul obscuro) comparadas con las no tratadas (blanco)
asi como el control negativo de la nucleofeccion (siRNA neg, azul claro) B) Filtros transwell
de los ensayos TEM fueron tefiidos con a-CD31 (verde, uniones entre células HUVEC) y
Hoechst (azul, nucleos) y examinados por microscopia confocal (20X). Células LLC
interferidas con ephrinA4 siRNA (derecha) muestran un gran numero de células adheridas
comparadas con las no tratadas (izquierda). C) Nimero absoluto de células adheridas a las
monocpas HUVEC-TNF de los filtros transwell. células LLC interferidas (ephrinA4 siRNA)
muestran un aumento significativo de células adheridas en LAneg y marcadamente mayor
en LApos comparads con células LLC no tratadas. cuantificacion por andlisis de imagen
Imagej; >200 nucleos) en ambas condiciones clinicas de LA, las barras representa el
promedio de los campos de 3 muestra de cada condicién analizada. Las significancias

b) El silenciamiento de la seiializacion reverse de la ephrinA4 durante la diapédesis
puede representar una ventaja para los casos LApos proporcionando sefiales de
supervivencia.

Cuando estudiamos la viabilidad en los ensayos TEM con la nucleofeccién de
ephrinA4 en las células LLC, observamos que este silenciamiento de ephrinA4 produce

una marcada disminucién en la supervivencia de las células no-TM en ambos grupos de
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la condicién clinica de LA comparada con el control negativo (siRNA neg) o células LLC
no tratadas (Figura 29A).Por lo tanto, como habiamos sefialado anteriormente,
podriamos asociarlo con un incremento en la adhesién favoreciendo la apariciéon de
sefiales apoptadticas en los pasos iniciales de la TEM. Por otro lado la viabilidad de las
células TM de los casos LApos pero no en los LAneg fue drasticamente mejorada
comparada con las células LLC no tratadas y con las células no-TM (Figura 29A),
confirmando que las seiiales de supervivencia se llevan a cabo durante la diapédesis.
Al referir la viabilidad de las células TM a los cultivos de las células en suspension
observamos en los casos LApos que el porcentaje de supervivencia estda marcadamente
mejorado y en mayor magnitud cuando las referimos a las células no-TM, no
observando estos efectos en los casos LAneg (Figura 29B). Estos resultados, junto con
los observados en el bloqueo de las integrinas y en el tratamiento de EphA2-Fc en los
ensayos TEM, proveen una fuerte evidencia de que el silenciamiento de la sefializaciéon
reverse de la ephrinA4 durante la diapédesis puede representar una ventaja para los

casos LApos proporcionando sefiales de supervivencia.
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Figura 29. El silenciamiento de la sefalizacidon reverse de la ephrinA4 durante la diapédesis

puede representar una ventaja para los casos LApos proporcionando sefiales de supervivencia.
A-B) Andlisis del silenciamiento de ephrinA4 en la viabilidad de las células LLC en cultivos en
suspension y ensayos TEM de los 12 pacientes anteriormente utilizados en la nucleofeccion. A)
Niveles absolutos de la viabilidad de las células LLC nucleofectadas (ephrinA4 siRNA, azul
obscuro) en cultivos en suspensidn y ensayos TEM (fracciones no-TM y TM) comparadas con el
control negativo (siRNA, azul claro) y células LLC no tratadas (blanco), muestran una disminucén
e la viabilidad excepto la fraccion TM de los casos LApos la cual muestra un claro aumento en su
viabilidad B) Viabilidad relativa de la fraccion TM de los ensayos TEM referida a los cultivos en
suspension y fraccion no-TM muestran un marcado aumento en la viabilidad en los csos LApos
pero no asi en LAneg. (poblaciones de referencia = 100%). Las significancias estadisticas fueron
determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001;
n.s. no significativa. 79
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1.5 La fraccion soluble de la ephrinA4 unida al endotelio potencializa la supervivencia
de las células LLC en los casos LApos mediante la induccién de la TEM a través de la
ruta trans-celular.

La aparicion de linfoadenopatias en pacientes de LLC esta asociada con el
incremento de los niveles séricos de la isoforma soluble de ephrinA4 liberada por las
propias células LLC a través de un splicing alternativo del ARNm. Esta isoforma soluble
se une al receptor EphA2 en la superficie de la célula endotelial provocando una mayor
adhesion y TEM de las células leucémicas (Alonso-Colmenar y cols. 2009). En principio,
estos resultados podrian ser explicados por lo menos parcialmente por la ausencia de
la sefializacién reverse, probablemente a través de la inhibicién de la expresién de
membrana de ephrinA4 mediando la sefializacidn reverse y permitiendo la adhesién a
través de integrinas. Sin embargo también podria ocurrir mediante un proceso poco
caracterizado mediado por EphA2, secuestrando e internalizando los ligandos

endoteliales ICAM-1y VCAM-1 (Alonso-Colmenar y cols. 2009).

a) ephrinA4 soluble presente en el plasma de los pacientes de LLC puede contribuir a
la mejora de la supervivencia de los casos LApos durante la TEM.

Para indagar en estos aspectos sefialados en el parrafo anterior y en papel que
juega la isoforma soluble de ephrinA4, primero analizamos la concentracién de esta
isoforma en el plasma de los pacientes con LLC. Tras el analisis, como previamente
nuestro grupo habia demostrado (Alonso-Colmenar y cols. 2009), hemos confirmado
los altos niveles de la isoforma soluble de ephrinA4 en el plasma de pacientes con
adenopatias (LApos) en comparacién con aquellos que no las presentan (LAneg)
(Figura 30). Al comparar estos niveles de la isoforma soluble con los demds parametros
clinicos y alteraciones citogenéticas, no encontramos una clara asociacién (Figura 30)

Posteriormente realizamos ensayos TEM a través de monocapas HUVEC pre-
tratadas con TNF-a, pre-incubdndolas con cantidades saturantes de proteina
recombinante humana ephrinA4 (ephrinA4-Fc) como previamente lo habiamos
sefialado (18). Tras el andlisis, observamos un incremento en los porcentajes de TEM
en las LApos pero no en los casos de LAneg (Fig. 31A) confirmando nuestros resultados

previos (16). Para analizar si estos efectos observados en la TEM, generados por la
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ephrinA4-Fc mediante la unién a EphA2 del endotelio, pudieran provocar cambios
evidentes entre las uniones endoteliales de la monocapa HUVEC-TNF, facilitando una
mayor migracién de las células LLC, realizamos un analisis por inmunofluorescencia de
los filtros de los ensayos TEM tratados con ephrinA4-Fc. Observamos que las uniones a
través de VE-Cadherina entre las células HUVEC no resultaron alteradas por el
tratamiento (Fig. 31B), descartando la existencia de espacios (agujeros) en la

monocapa que explicaran el incremento en las TEM.

Tras analizar el efecto del tratamiento de ephrinA4-Fc en la viabilidad de las
células no-TM y TM observamos una notable mejora en la viabilidad de ambas
fracciones de las muestras con LApos y LAneg, aunque menos marcada pero si
significativa en estas ultimas (Fig. 31C). Sin embargo al comparar la viabilidad de Ila
fraccién TM con las células del cultivo en suspension y con las células no-TM, solo las
muestras de pacientes con LApos mostraron un notable incremento, con un efecto
marcadamente mayor que en los casos LAneg (Fig. 31D). Por lo tanto la ephrinA4
soluble presente en el plasma de los pacientes puede contribuir a mejorar la

supervivencia de las células leucémicas en los casos LApos durante la TEM.
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Figura 30. La expresion de membrana de ephrinA4 en las células LLC esta claramente
disminuida en los casos de LApos correlacionandose de manera indirecta con el
porcentaje de supervivencia durante la TEM en ambas condiciones de LA.

Los niveles solubles de ephrinA4 en el plasma de los pacientes de LLC fueron
cuantificados por el método indirecto de ELISA en unidades de ng/mL y se compararon
entre los diferentes parametros clinicos y alteraciones citogenéticas. Encontrandose
una clara asociacién en el parametro de LA pero no asi en el resto de parametros. Las
significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de
dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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Figura 31. La ephrinA4 soluble presente en el plasma de los pacientes de LLC puede
contribuir a la mejora de la supervivencia de los casos LApos durante la TEM.

A-D) Células LLC de los 12 pacientes estudiados, con (LApos) y sin (LAneg) linfoadenopatia
fueron colocadas para su trans-migracion (ensayos TEM) durante 12 horas a través de
HUVEC-TNF pre-incubada con concentraciones saturantes de proteina recombinante humana
ephrinA4-Fc (HUVEC + ephrinA4-Fc), fraccion humana Fc (HUVEC + hFc) o sin tratamiento (No
tratadas). A) El nimero absoluto las células LLC TM fue contado por citometria de flujo y los
indices de migracién fueron determinados de acuerdo al nimero de células leucémicas
colocadas en cada pocillo para su migracién. Los indices se compararon con el control
(HUVEC +hFc) y HUVEC no tratadas, observando un marcado aumento en la TEM en los casos
LApos. B) Los filtros de los transwell del ensayo TEM no mostraron alteraciones en las
uniones de VE-Cadherina (verde, uniones celulares en HUVEC), observando un gran numero
de células LLC alejadas de estas uniones, los nucleos se tifieron con Hoechst (azul) y se
examino por microscopia confocal (40X). C) Se compararon los porcentajes de viabilidad del
tratamiento de ephrinA4-Fc y hFc de los cultivos en suspensiéon o ensayos TEM (fracciones
no-TM y TM) a través de HUVEC-TNF con la ausencia de tratamiento. Observando un claro
aumento en la viabilidad de ambas fracciones (TM y no-TM) en ambos casos LA pero
marcadamente mayor en LApos. D) Viabilidad relativa referida a los cultivos en suspensién y
la fraccion no-TM de los ensayos TEM muestran un aumento significativo en los casos LApos.
(poblaciones de referencia = 100%). Los colores indican: rojo claro, tratamiento con hFg;
blanco, HUVEC no tratadas o ausencia de tratamiento (cultivos en suspensidn); rojo obscuro
tratamiento con ephrinA4-Fc. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la
prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no
significativa.
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b) La ephrinA4 soluble induce una TEM de las células LLC preferentemente a través
de la ruta trans-celular.

Tras observar la presencia de una gran cantidad de células LLC adheridas al
endotelio provocado por el tratamiento ephrinA4-Fc y sin encontrar alteraciones de las
uniones de VE-Cadherina entre las células endoteliales, observamos que un gran
numero de células LLC se encontraban unidas a la monocapa fuera de los contactos de
VE-Cadherina (Figura 31B). Esto nos llevd a investigar mas a fondo si el tratamiento
podria estar involucrado en la ruta para-celular (PC) o trans-celular (TC) de la TEM, asi
como la posible relacién de estas vias con la viabilidad de las células LLC.

Para este fin, examinamos a través de inmunofluorescencia la posible
asociacién entre las células LLC adheridas a monocopas tratadas y no con ephrinA4-Fc
y caveolina-1, la cual ha sido relacionada con la ruta TC para los linfocitos (Davids y
Burger 2012, Schnoor y cols. 2015). Para ello, se afiadieron células LLC sobre
monocapas de HUVEC-TNF crecidas sobre shamber slide pre-tratadas y no con
concentraciones saturantes de eprinA4-Fc, . Tras dos horas de incubacion, observamos
qgue en los pocillos tratados con ephrinA4-Fc existia un gran porcentaje de células LLC
claramente localizadas con caveolina-1 dentro de vacuolas endoteliales y rodeadas por
ICAM-1 (Figura 32A), sugiriendo la ruta TC de la TEM. El recuento del nimero de
células LLC adheridas a las uniones de VE-cadherina o dentro de caveolina-1, revelé un
incremento en la frecuencia con la unidn a caveolina-1 después del tratamiento de
ephrinA4-Fc con un 50% de células LLC unidas a ella, mientras que en ausencia del
tratamiento solo era de un 5%. Contrario a esto las células LLC unidas a VE-cadherina
disminuyeron de un 49% en ausencia de tratamiento a un 18% tras el tratamiento con

ephrinA4-Fc (Figura 32B).

Estos datos confirman que ephrinA4 soluble no induce una TEM de las células
LLC a través de la desestabilizacién de las uniones inter-endoteliales, sino mas bien a
través de las propias células endoteliales sugiriendo ademas que la ruta TC de la TEM

podria facilitar las sefiales de supervivencia durante la diapédesis.
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Figura 32. ephrinA4 soluble induce una TEM de las células LLC preferentemente a través de la
ruta trans-celular.

A-B) Ensayos TEM en co-cultivos de dos horas, células HUVEC fueron sembradas en placas multi-
pocillo shamber slide hasta alcanzar la confluencia y posteriormente estimuladas con TNF-a. Tras
retirar el estimulo fueron pre-tratadas con cantidades saturantes de proteina recombinante
humana ephrinA4-Fc antes de colocar las células LLC de pacientes con LApos (3X10° por pocillo). A)
Las preparaciones fueron fijadas con paraformaldehido y mediante estudios de
inmunofluorescencia analizados por microscopia confocal (Objetivo 40X) teiiidos con los
anticuerpos a—Caveolina-1 (rojo) y a—ICAM-1 (verde) y hoechst (azul, nucleos). Las células LLC
fueron localizadas dentro caveolina-1 en caveolas endoteliales (asteriscos, derecha) rodeadas por
ICAM-1 (asteriscos, izquierda). B) Conteo de células LLC adheridas, localizadas dentro de Caveolina-
1 (rojo oscuro) muestran un aumento en su porcentaje de adhesion tras el tratamiento de
ephrinA4-Fc, mientras que las unidas a VE-Cadherina (rojo claro) disminuyen. Las no clasificadas se
muestran en las barras grises. Por lo menos 200 nucleos fueron contados por condiciéon en 3
muestras analizadas. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student
pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.

1.6 EphrinA4 soluble se encontré unida a EphA2 en las vénulas de endotelio alto
(HEV) en linfoadenopatias de pacientes con LLC incrementando la viabilidad de las
células LLC trasferidas a ratones tras infiltrar los ganglio linfatico (GL).

Después de haber estudiado la viabilidad de las células LLC durante la TEM en
pacientes con y sin adenopatias en ensayos in vitro, quisimos estudiar la posible
correlacién entre la apoptosis y la extravasacion in vivo. Para ello investigamos de
manera indirecta este proceso en las linfoadenopatias de pacientes de LLC a través del
analisis por microscopia de fluorescencia. Asi mismo también realizamos ensayos de

infiltracién ganglionar en ratones.
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a) Células LLC apoptoéticas fueron observadas mayoritariamente en la region cortical
de linfoadenopatias de pacientes con LLC sugiriendo de manera indirecta una
asociacion con la extravasacion.

Secciones de tejidos de linfoadenopatias de tres pacientes de LLC se tifieron
con TUNEL, para la ubicacién de células apoptéticas en relacion a las HEV se realizd la
tinciéon de PNAd. El analisis de las preparaciones a pocos aumentos del microscopio
(20X) nos permitié comprobar en los tres casos de linfoadenopatias estudiados una
acumulacién de células apoptdticas dentro de un area de 200 um bajo la cdpsula
(Figura 33A, izquierda) los cuales en su mayoria expresaban CD19 (Figura 33A,
derecha). Debido a que la arquitectura del GL normal esta profundamente afectada en
linfoadenopatias de pacientes de LLC, nos referimos a estas areas de concentracion de
células apoptéticas como regiones exteriores en lugar de llamarlas regiones corticales
y llamaremos regiones interiores a las areas mas profundas dentro del parénquima de
la linfoadenopatia.

Observamos que las células apoptéticas parecian estar mas cerca de las HEV en
la region exterior (Figura 33B, izquierda) que en la interior (Figura 33B, derecha),
sugiriendo de manera indirecta una asociacidn con la extravasacion. Después de la
extravasacion los linfocitos son retenidos por horas dentro de un drea < 20 um
alrededor de las HEV de la region cortical del GL antes de infiltrar el parénquima
(Muller y Luscinskas 2008), una caracteristica que podria correlacionarse con la
acumulacién de las células apoptéticas alrededor de ellas.

Tras el recuento de células LLC apoptéticas, ciertamente pudimos comprobar
gue el nimero de nucleos apoptdticos dentro de un drea < 20 um alrededor de las HEV
fue significativamente mas alto en la regidn externa que en la interna en las 3 LA
estudiadas (Figura 33C), sugiriendo que podrian representar una extravasacion

reciente de las células leucémicas.

b) EphrinA4 soluble esta marcadamente unida a través de EphA2 a las vénulas de
endotelio alto (HEVs) de linfoadenopatias.

Para estudiar el papel de ephrinA4 y la posible asociacion con la apoptosis
encontrada en ambas regiones del GL, realizamos tinciones con anticuerpos a-PNAd

para identificar las HEV, a-EphA2 y a-ephrinA4 en los 3 casos de LA estudiados. Las
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imagenes de microscopia mostraron que la expresion de ephrinA4 no solo se encontré

en las células LLC infiltradas, ademas, se observo dentro de las HEV unida a EphA2 en

las células endoteliales (Figura 34A).

2 20 uym a la HEV mas cercana
C B < 20 um ala HEV mas cercana

200
180

160

Regidn exterior Regidn interior

Células de LLC TUNEL positivas
(Células por campo)

Ext. Int. Ext.Int. Ext. Int.

LAn.1 LAn.2 LAN.3

Figura 33. Células LLC apoptdticas fueron observadas mayoritariamente en la region cortical
de linfoadenopatias de pacientes con LLC sugiriendo de manera indirecta una asociacion
con la extravasacion.

A-B) Secciones de 7um de grosor de linfoadenopatias de pacientes con LLC (LA n. 1,2 y 3
correspondientes a los pacientes n.3, 18 y 28 respectivamente del Anexo 1, tabla 1) fueron
tefiidas con TUNEL y anticuerpos contra PNAd (rojo) o CD19 (verde) y Hoechst (azul, nucleos).
Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal (TCS SP-2 AOBS, Leica). A)
Izquierda: imagen representativa tomada a bajo aumento (20X) muestra en la zona superior
(regidn cortical) mayor nimero de células LLC tefiidas con TUNEL (verde). Derecha: imagen
representativa (63X) con un gran numero de células positivas para CD19 (verde), en blanco las
células LLC positivas a la tincién con TUNEL. B) imagenes tomadas a 20X; Izquierda: area cerca
de la capsula (region exterior). Derecha: area mas adentro (>200um lejos de la capsula (regidn
interior). C) Frecuencia del nimero de nucleos apoptéticos alrededor (<20um, azul) o
separadas a (220um, gris) de las vénulas de endotelio alto (HEV) en las regiones exterior (Ext.)
e interior (Int.). Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student
pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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Tras analizar el porcentaje de expresion de ephrinA4 unida a EphA2 en las HEV
(Figura 34B), tanto en la region exterior como interior de los GL, los resultados
mostraron una frecuencia significativamente mayor en la region interior (Figura 34C)
en los tres casos estudiados, siguiendo asi una distribucion completamente opuesta a
la observada por las células LLC apoptdticas. Por lo tanto estos datos en conjunto
apoyan que en procesos in vivo ephrinA4 soluble puede jugar un papel en la viabilidad
de las células LLC promoviendo la supervivencia relacionada con la extravasacion de las

células LLC en las linfoadenopatias.
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Figura 34. ephrinA4 soluble esta altamente unida a las vénulas de endotelio alto (HEVs) a
través de EphA2 en linfoadenopatias.

A-B) Secciones de 7um de grosor de linfoadenopatias de pacientes con LLC (LA n. 1,2 y 3
correspondientes a los pacientes n.3, 18 y 28 respectivamente del Anexo 1, tabla 1). A) Las
secciones fueron procesadas para inmunodeteccion de PNAd (magenta), ephrinA4 (verde),
EphA2 (rojo) o Hoechst (azul, nucleos). La linea blanca punteada delimita las HEV. Se observa
una expresion de ephrinA4 co-localizando con EphA2 en las HEV. B) Las regiones de interés
(ROIs) entorno a las HEVs fueron trazadas de acuerdo a la tincién con EphA2 (izquierda). Se
midié la intensidad de la expresiéon de ephrinA4 dentro de ROIs (derecha). Las HEVs que
contenian > 10% de pixeles por encima de 200 en la escala de grises (derecha, escala de color
insertada) fueron consideradas como positiva. Las imdagenes fueron tomadas con el
microscopio confocal (TCS SP-2 AOBS, Leica) (63X). C) Whisper-box plots muestran el
porcentaje de HEVs EphA2* expresando ephrinA4 en las regiones exterior e interior de las 3
linfoadenopatias estudiadas. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba
de t-student no pareada de dos colas. * P<0.01; ** P<0.005; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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c) ephrinA4 soluble incrementa la infiltracion y la viabilidad de las células LLC
transferidas a ratones tras infiltrar los ganglio linfatico (GL) en los casos LApos.
Después de haber estudiado de manera indirecta en secciones de adenopatias
la viabilidad de las células LLC en la extravasacién y observar la implicacién de
ephrinA4 soluble, estudiamos estos aspectos in vivo como previamente se habia
descrito (Hartmann y cols. 2009). Para ello, ratones inmunodeficientes los ratones
Balbc fueron inoculados con células LLC previamente tefiidas con CFSE de pacientes
con LApos y LAneg. Ademds se les inyectaron diferentes cantidades de ephrinA4
previamente purificada del plasma de pacientes. Después de 24 horas de haber sido
inoculados se obtuvieron suspensiones celulares del GL popliteo de los ratones, donde
el numero de linfocitos enddgenos del ratén es considerablemente mas bajo que la de
otros GL, se estudid el porcentaje de células infiltradas y la viabilidad de las células LLC

fue analizada por citometria de flujo (Figura 35).

LAneg (LLC n. 23) LApos (LLC n. 24)
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Figura 35. Analisis por citometria de flujo de células LLC humanas en ganglios linfaticos
(GL) popliteos de ratén.

Las suspensiones celulares obtenidas de los GL popliteos removidos quirdrgicamente de los
ratones inoculados fueron tefiidas con anticuerpo conjugado a APC contra el antigeno
CD45 de ratdon (a-mCDA45), Anexina-V PE y 7-AAD. Posteriormente fueron analizadas por
citometria de flujo. Las células LLC humanas fueron identificadas de acuerdo a la poblacidn
CFSE" y mCD45  (plots superiores). El marcaje de Anexina-V PE/7-AAD fue analizada
acotando la poblacién de células LLC humanas (plots inferiores) en ambas condiciones
clinicas estudiadas LAneg (izquierda) y LApos (derecha).
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>

Células de LLC de humano en GL de ratén

El analisis mediante citometria mostré que ephrinA4 produce un aumento dosis
dependiente tanto en la proporcién de células LLC infiltradas en el GL (Figura 36A,
barras) como en la supervivencia (Figura 36A, lineas) de las células LLC humanas
recuperadas de los GL de los ratones inoculados con muestras de LApos, sin embargo
en el caso de las LAneg aunque si se observd una proporciéon dosis dependiente de
ephrinA4 de células infiltradas (Figura 36B, barras) esta fue a una magnitud
considerablemente menor que LApos, por otra parte tras analizar la viabilidad de las
LAneg no se observaron efectos de supervivencia (Figura 36B, lineas).

Por lo tanto estos datos confirman nuestros resultados antes descritos, de tal
manera que podemos decir que nuestro modelo de estudio in vitro es equivalente a lo

observado en los ensayos in vivo.
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Figura 36. ephrinA4 soluble incrementa la infiltracion y la viabilidad de las células LLC

trasferidas a ratones tras infiltrar los ganglio linfatico (GL) en los casos LApos.

Estudio in vivo en Ratones Balbc los cuales fueron inoculados a través de la vena de la cola con
LLC (20X10° células/ratén) previamente tefiidas con CFSE (SuM) conteniendo o no (control,
0,00 ng) diferentes concentraciones crecientes (0,10, 0,50, 2,00 y 10,00 ng /ratén) de ephrinA4
humana purificada de plasmas de pacientes. Los nimeros absolutos (barras) y La viabilidad
(lineas) de células LLC infiltradas a los GL fueron analizadas por citometria de flujo de la manera
descrita anteriormente (Fig. 35) en suspensiones celulares obtenidas de los GL popliteos
removidos quirargicamente 24 horas después de la inoculacién. Los datos fueron comparados
con células LLC inyectadas en PBS1X carente de ephrinA4 soluble (0,00 ng, control). A)LApos
muestran un aumento dosis dependiente en la infiltracidn (barras) y viabilidad (lineas) en los 3
casos analizados. B) LAneg presenta un aumento dosis dependiente en la infiltracion pero no
asi en la viabilidad de las células LLC. 5 animales fueron usados por cada muestra y condicién
experimental. La significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student
pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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2. Estudio de la diseminacion de las células LLC a través de endotelios linfaticos.

Para esta segunda y tercera parte de la presente tesis doctoral estudiamos 15
muestras de pacientes con LLC (Anexo 1, tabla 2) y 2 muestras de linfocitos B
procedentes de donantes sanos. Se utilizaron para los experimentos sefialados en cada
apartado de resultados.

La mayoria de los estudios de TEM de las células LLC y linfocitos B han sido
realizados a través de endotelios sanguineos (HUVEC), pero poco se sabe del papel que
juegan los endotelios linfaticos en la infiltracién de las células leucémicas a los ganglios
linfaticos. Par abordar este aspecto y estudiar el posible papel que pudieran jugar los
endotelios linfaticos en la diseminacion de la enfermedad a través de la linfa,
utilizamos el mismo modelo in vitro, de modo similar al modelo clasicamente
empleado para analizar procesos de migracidn trans-endotelial de linfocitos en
endotelios vasculares sanguineo. Para ello utilizamos células endoteliales linfaticas

humanas HDLEC (Human Dermal Lymphatic Endothelial Cells).

2.1 Las células LLC muestran una mayor capacidad de migracién a través de HDLEC
comparadas con HUVEC.

Como una primera aproximacion estudiamos la capacidad de migracién de las
células LLC a través de endotelios linfaticos (HDLEC) y la comparamos con endotelios
sanguineos (HUVEC) mediante ensayos TEM sobre monocapas endoteliales
previamente estimuladas con TNF-a. Los resultados mostraron en todas las muestras
analizadas un mayor indice de migracién a través de HDLEC comparadas con HUVEC

(Figura 37).

Tras observar estos resultados pensamos que las moléculas de adhesién celular
(CAMs) como ICAM-1 y VCAM-1 podrian jugar un papel determinante en estas
diferencias entre endotelios. Para estudiar este aspecto células HDLEC y HUVEC fueron
sembradas hasta alcanzar la confluencia y posteriormente estimuladas y no con
distintas concentraciones de TNF-a. Las expresiones de ICAM-1 y VCAM-1 fueron
analizadas por citometria de flujo (Figura 38A) y microscopia de fluorescencia (Figura
38B). Los resultados mostraron un incremento dosis dependiente de TNF-a en la

expresion de ambas moléculas (ICAM-1 y VCAM-1) tanto en HDLEC como en HUVEC,
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pero con claras diferencias en la expresion entre ambos tipos de endotelios,
observando que HDLEC presenta una mayor expresion de ICAM-1 pero una menor
expresion de VCAM-1 comparada con HUVEC (Figura 38A). Estudios por microscopia
de fluorescencia confirmaron las expresiones observadas por citometria de flujo,
comprobando un incremento en la expresién de ambas moléculas y en ambos
endotelios tras el estimulo con TNF-a (Figura 38B), observando la mayor expresion de
ICAM-1 (Figura 38B panel izquierdo) en los endotelios linfaticos (HDLEC) y la mayor
expresion de VCAM-1 (Figura 38B panel derecho) en los endotelios sanguineos

(HUVEC) .

Estos resultados en conjunto muestran que las células LLC tienen capacidad
para migrar a través de endotelios linfaticos y que las diferencias en los indices de
migracion entre ambos tipos de endotelio pueden ser debidas en parte a las

diferencias de expresion de ICAM-1y VCAM-1.
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Figura 37. Ensayos de TEM a través de endotelios sanguineos (HUVEC) y linfaticos
(HDLEC).

Células HUVEC y HDLEC fueron sembradas a confluencia sobre filtros de las placas
transwell de 96 pocillos y estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a . Las células LLC fueron
colocadas para su migracion y después de 4 horas de cultivo se realizo el recuento de
células LLC por citometria de flujo y se determinaron los indices de migracion. Se
observa una mayor migracién a través de HDLEC (azul) comparadas con HUVEC (rojo).
Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada
de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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Figura 38. Los endotelios sanguineos (HUVEC) y linfaticos (HDLEC) presentan diferentes niveles de
expresion de las Moleculas de Adhesion celular (CAMs), ICAM-1 y VCAM-1.

A) Células HUVEC y HDLEC fueron sembradas a confluencia en flask de 75cm? y estimuladas y no con
distintas concentraciones de TNF-a (0, 1, 10 y 100 ng/mL). Tras 4 horas de estimulo las células se
recuperaron y se marcaron con anticuerpos anti-ICAM1 y anti-VCAM1 unidos a fluorocromos. El
analisis de la expresién de por citometria de flujo mostré una mayor expresién de ICAM-1 en HDLEC
(azul) pero menor expresién de VCAM-1 comparada con HUVEC (rojo). Los histogramas son
representativos de la concentracidon de 10 ng/mL. B) Comprovacion de la expresién de ICAm-1 y
VCAM-1 por microscopia. Células HUVEC y HDLEC fueron sembradas a confluencia en portaobjetos
multipocillos shamber slide y estimuladas y no con 10 ng/mL de TNF-a. Posteriormente se marcaron
con anticuerpos unidos a fluorocromos anti-ICAM1 (panel izquierdo) y anti-VCAM1 (panel derecho)
ambos en verde, , anti-CD31 (rojo) y los nucleos fueron tefiidos con Hoechst (Azul), comprobando las
diferencias de expresidn vistas por citometria de flujo . Las imagenes fueron tomadas con el objetivo
de 40X.

10 ng/mL TNF - a
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2.2 Las células LLC no responden a procesos quimiotacticos de CCL19 y CXCL12 a
través de endotelios linfaticos activados con TNF-a (HDLEC-TNF), pero parecen
quedar retenidas adheridas al endotelio.

Tras observar la capacidad TEM de las células LLC a través de HDLEC quisimos
estudiar su respuesta a procesos quimiotdcticos y compararla con linfocitos B sanos.
Para ello realizamos ensayos de TEM a través de monocapas de endotelio linfatico
estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a (HDLEC- TNF-a) en respuesta CCL19 y CXCL12 con
linfocitos B de donantes sanos (LBP) y células leucémicas de pacientes de LLC. 100
ng/mL de CCL19 y CXCL12 de manera independiente fueron colocados en el pocillo
inferior de la placa transwell. Tras comparar los indices de migracion en respuesta
CClI19 y CXCL12 respecto al control (no quimioquina) observamos que las células LLC
presentaron una menor respuesta frente a ambas quimiocinas, observando indices de
migracion por debajo del control, mientras que los linfocitos B (LBP) si parecen
responder, observando un indice de migracidon por encima del control (Figura 39,
izquierda).

Para estudiar el efecto independiente del endotelio realizamos ensayos de
migracion de la misma manera descrita anteriormente pero en ausencia de endotelio
(No Endotelio). Los resultados mostraron que tanto los linfocitos B como las células
leucémicas responden al estimulo quimiotdctico tanto de CCL19 como de CXCL12
(Figura 39, derecha). Por tanto el bloqueo en la trans-migracién en respuesta a CCL19 y
CXCL12 observado en las células LLC pero no en los LBP en los ensayos TEM es
provocado por el endotelio linfatico inflamado (HDLEC-TNF-a), sugiriendo una posible

retencidn en procesos quimiotacticos.

Cuando comparamos la trans-migracion de las células leucémicas y los
linfocitos B sanos en ausencia de quimiocinas, pudimos comprobar claramente que los
indices de migracién de las células LLC en todos los casos estudiados en comparacién
con los LBP eran menores (Figura 40). Estos resultados fueron corroborados por
microscopia confocal mediante ensayos de co-cultivos en monocapas HDLEC-TNF-a
con LBP y/o células LLC. Tras dos horas de cultivo pudimos comprobar que las células
LLC son capaces de adherirse a los endotelios linfaticos (HDLEC-TNF-a), encontrando

un gran numero de células pegadas a la monocapa. Sin embargo, al compararlas con
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los LBP mediante una reconstruccion 3D (Figura 41), pudimos observar que en los LBP
existia un gran numero de células envueltas por ICAM-1, indicando una marcada
migracidn, mientras que la mayoria de las células LLC parecian estar solo adheridas
sobre la monocapa sin llegar a estar del todo envueltas por ICAM-1 (Figura 41). Esto
podria sugerir que las células LLC no presentan defecto en la adhesion a los endotelios
linfaticos pero si en la capacidad de trans-migracién en respuesta a quimiocinas a
través de este tipo de endotelios en comparacién con los linfocitos B sanos. Por tanto

esto podria sugerir una retencion de las células leucémicas en los vasos linfaticos.
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Figura 39. Las células LLC a diferencia de los linfocitos B sanos no responden a la
quimiotaxis en respuesta a CCL19 y CXCL12 a través de endotelios linfaticos
inflamados (HDLEC-TNF-a).

Células leucémicas (LLC) vy linfocitos B sanos (LBP) fueron colocadas para su
migracion a través de monocapas HDLEC previamente estimuladas con TNF-a
(Izquierda) y sobre filtros (derecha, No Endotelio) de la placa transwell. 100 ng/mL
de CCL19 y CXCL 12 fueron colocados en el pocillo inferior de manera independiente.
Después de 4 horas de cultivo se realizo el recuento por citometria de flujo de las
células trans-migadas para determinar los indices de migracién. Se observo una
respuesta a la quimiotaxis a través de filtros (derecha) pero no a través de HDLEC-TNF
(izquierda) El grafico muestra los ratios referidos al control (No quimiocinas). Las
significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de
dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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Figura 40. Las células LLC presentan una menor migracion en comparacion con los linfocitos B
sanos a través de endotelios linfaticos inflamados (HDLEC-TNF-a).

Células leucémicas (LLC) vy linfocitos B sanos (LBP) fueron colocadas para su migracién a través
de monocapas de HDLEC previamente estimuladas con TNF-a. Después de 4 horas de cultivo se
realizo el recuento por citometria de flujo de las células trans-migadas para determinar los
indices de migracién observando en todas las muestras de LLC una disminucidon en la migracién
comparadas con los linfocitos B sano. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la
prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no
significativa.

Para indagar en este aspecto realizamos estudios por microscopia de
fluorescencia en secciones de linfoadenopatias de pacientes con LLC y ganglios
reactivos “sanos” utilizando el marcador molecular Lyvel para identificar los
endotelios linfaticos. Observamos un gran numero de células leucémicas acumuladas
dentro de los vasos linfaticos en las linfoadenopatias de los pacientes (Figura 41), a
diferencia de los ganglios reactivos analizados donde no se observaron linfocitos B
acumulados en dichos vasos (no mostrado). Sugiriendo como lo habiamos mencionado
con anterioridad que las células leucémicas pueden quedar retenidas, adheridas en la
parte luminal de la célula endotelial linfatica dentro de los ganglios linfaticos infiltrados

de pacientes con linfoadenopatias.
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Figura 41. Co-cultivos de LBP y LLC sobre monocapas HDLEC-TNF- a.

Ensayos de co-cultivos de LBP (panel superior) y células LLC (panel inferior) sobre monocapas
HDLEC pre-estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a durante 12 horas, cultivadas en portaobjetos
multipocillo shamber slide.. Tras dos horas de incubacidn fueron fijadas con paraformaldehido
y posteriormente tefidas con anti-ICAM-1 (verde) y Hoechst para los nucleos (azul ), ademas
se muestran las micrografias de contraste de fases y 3D. Las flechas blancas indican los LBP o
LLC migrando a través de la monocapa. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio
confocal Leica a 40X de inmersidn en aceite.
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Nucleos

Figura 42. Las células LLC parecen quedar retenidas en los endotelios linfaticos de los GL de
los pacientes con linfoadenopatias.

Secciones de biopsias de linfoadenopatia de paciente con LLC fueron tefiidas con anticuerpos
frente a endotelios (CD31, rojo), endotelios linfaticos (LYVE-1, verde) y Hoechst para los
nucleos (azul). Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio laser confocal (Leica) con un
objetivo 40x de inmersion en aceite. Las imagenes muestran un gran numero de células LLC
dentro de los vasos linfaticos

2.3 Las células LLC de pacientes LApos presentan una menor capacidad de trans-
migracion que los casos LAneg, mientras que ambas condiciones de LA parecen
recibir seilales de supervivencia después de la diapédesis a través de endotelios
linfaticos (HDLEC-TNF-a).

Siguiendo con nuestro estudio de diseminacién a través de endotelios linfaticos
y tras observar la posible retencién, quisimos estudiar la viabilidad de las células
leucémicas en este tipo de endotelios de la misma manera en que realizamos los

ensayos con endotelios sanguineos (HUVEC). Ademas agregamos a este estudio la
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viabilidad en respuesta a las quimiocinas CCL19 y CXCL12. Para estos ensayos
utilizamos dos muestras con linfoadenopatia (LApos) y tres muestras sin presencia de
linfoadenopatia (LAneg). Los ensayos TEM se realizaron sobre monocapas de HDLEC
pre estimuladas con TNF-a en presencia y ausencia de CCL19 y CXCL12 colocadas de
manera independiente en el pocillo inferior. Tras 12 horas de cultivo se determind la
viabilidad por citometria de flujo tanto en la fraccion trans-migrada (TM) como en la
no trans-migrada (No-TM). Los resultados mostraron que en la TEM espontanea (no
quimiocinas) en ambos casos de LA que la fraccion TM presenté una mayor
supervivencia respecto a los cultivos en suspensién (control), pero no asi en las No-TM,
(Figura 43A, izquierda). Los mismos efectos se observan en respuesta a CCL19 (Figura
43A, centro) y CXCL12 (Figura 43A, derecha). Tras analizar los indices de migraciéon
observamos que los casos LAneg presentan una mayor capacidad de migracion que los
casos LApos (Figura 43B), sugiriendo la probable retencion de estas células en los
ganglios linfaticos de pacientes con linfoadenopatias como sefialdbamos en el

apartado 2.2.

Ademas pudimos observar que ambas condiciones clinicas de LA responden a
CCL19 y CXCL12, observando un mayor indice de migracion respecto a la ausencia de
quimioquina (espontanea). Estos datos son contrarios a los observados anteriormente
en los ensayos TEM a 4 horas de cultivo (Figura 39). Por tanto podemos pensar que la
respuesta quimiotactica a CCL19 y CXCL12 a través de endotelios linfaticos a diferencia
de los endotelios sanguineos (HUVEC) requiere de un mayor tiempo para generar la

respuesta, a debido en parte a la retencidon de las células leucémicas en la monocapa.

2.4 Los endotelios linfaticos expresan un gran nimero de receptores y ligandos de la
familia Eph/ephrin, destacando la expresion de los receptores EphA2 y EphB4.

Una vez obtenidos los resultados anteriores en los ensayos TEM a través de
HDLEC-TNF-a, pensamos que en este proceso podrian estar implicadas moléculas de la
familia Eph/ephrin, como en el caso de la extravasacion desde la sangre periférica, en
la que previamente describimos el papel de Ia interaccién EphA2-ephrinA4 en las

células LLC con el endotelio HUVEC durante el proceso de TEM (Trinidad y cols. 2009).
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Figura 43. Las células LLC parecen recibir sefiales de supervivencia después de la
diapédesis a través de endotelios linfaticos (HDLEC-TNF-a).

A) Células leucémicas (LLC) fueron usadas en ensayos TEM a través de monocapas de
HDLEC previamente estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a. 100 ng/mL de CCL19 y CXCL 12
fueron colocados en el pocillo inferior de manera independiente. Después de 12 horas de
cultivo se determino la viabilidad (Anexina V"*¢/7AAD") de la fraccién trans-migrada (TM)
y no trans-mgrada (No-TM). Se observo unaumento en la viabilidad tanto en la migracién
espontanea como la respuesta a CCL19 y CXCL12. B) Los graficos muestran los indices de
migraciéon aumentados en la respuesta a CCL19 y CXCL12 en los casos LApos pero
marcadamente mayor en LAneg. Ambos determinados por citometria de flujo. Las
significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos
colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.

Para ello, primero estudiamos la caracterizacién de la expresién de los
miembros de la familia Eph/ephrin en las HDLEC. A través de cultivos celulares en los
que células HDLEC fueron sembradas hasta lograr la confluencia formando una
monocapa a fin de mimetizar in vitro la condicidon de endotelios linfaticos. Los cultivos
de HDLEC fueron analizados en condiciones no inflamatorias (no- TNF-a) e

inflamatorias (10 ng/mL TNF-a).
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El analisis se realizé mediante RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) (Figura 44A) en
donde se determind la cantidad relativa de ARNm. Tas analizar los resultados,
observamos que el tratamiento con 10 ng/mL de TNF-a provocaba una disminucién en
la expresiéon de cada uno de los miembros al compararlos con las células no tratadas

(Figura 44A), destacando la mayor expresion de los receptores EphA2 y EphB4.

El andlisis mediante citometria de flujo (Figura 44 B) permitio validar a nivel
proteico las variaciones de expresidon encontradas a nivel de ARNm de la mayoria de
los miembros analizados. Observamos que a nivel proteico de la expresién de
membrana, estos receptores y ligandos también disminuyen la expresion con
tratamiento de TNF-a (Figura 44 B), confirmando lo observado en el ARNm (Figura
44A). De igual manera, se destaca la expresidon del receptor EphA2 previamente
estudiado por nuestro laboratorio en endotelios sanguineos y el alto nivel de expresién

del receptor EphB4.

Tras detectar la alta expresion del receptor EphB4, analizamos la expresidn de
sus ligandos de la familia de ephrinB en las células LLC. Los estudios por citometria de
flujo no detectaron la expresion de ephrinB1 ni de ephrinB3 pero si se pudo observar
la expresion de ephrinB2 ligando principal de receptor EphB4. Sin embargo no se

encontraron diferencias significativas entre los casos LApos y LAneg (Figura 44C).

2.5 La ausencia de la interaccion EphA2/ephrinA4 y la sefal reverse a través de
ephrinB2 provee de senales de supervivencia a las células LLC durante la TEM a
través de endotelios linfaticos (HDLEC-TNF-a.).

Una vez confirmada la expresion de los miembros de la familia de Eph/ephrin,
estudiamos el posible papel de estas moléculas en la viabilidad y trans-migracion de las
células LLC a través de endotelios linfaticos (HDLEC), de la misma manera en que se
estudiaron en los ensayos TEM a través de HUVEC. En este sentido estudiamos la
interaccion EphA2/ephrinA4 y afiadimos al estudio la interaccién EphB4/ephrinB2
debido a la alta expresion de este receptor en las células HDLEC asi como también la

respuesta quimiotactica frente a CCL19 y CXCL12.
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Figura 44. Los endotelios linfaticos expresan un gran nimero de receptores y ligandos de la
familia Eph/ephrin, destacando la expresién de los receptores EphA2 y EphB4.

A-B) Células linfaticas (HDLEC) cultivadas fueron llevadas a confluencia, posteriormente fueron
tratadas con y sin TNF-a durante 12 horas. A) estudio de la expresion mediante g-RT-PCR con y
sin TNF-a (10 ng/mL), los graficos muestran los ACC; utilizando B-Actina como control. Se resalta
la mayor expresién de EPhA2 y EphB4 (ovalo azul). B) Estudio de la expresion de membrana
mediante citometria de flujo con y sin TNF-a (10 ng/mL), el grafico muestran la intensidad media
de fluorescencia (MFI), comprobando la alta expresion de EPhA2 y EphB4 (ovalo azul) .C) Estudio
por citometria de flujo de la expresidn de membrana de ephrinB2 en células LLC de pacientes con
(LApos) y sin (LAneg) linfoadenopatia. El grafico muestra la expresion de ephrinB2 en intensidad
media de fluorescencia sin cambios significativos en los nives de expresdén entre LApos y LAneg.
Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos
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Para este fin realizamos ensayos TEM sobre monocapas HDLEC
sembradas en parte superior del filtro de la placa transwell y estimuladas previamente
con 10 ng/mL de TNF-a. El ensayo se realizé en ausencia de quimiocinas (espontanea)
y en respuesta a CCL19 y CXCL12. Previo a los ensayos se aplicaron los tratamientos
durante treinta minutos incubando la monocapa de células HDLEC de forma
independiente con ephrinA4-Fc y/o ephrinB2-Fc mientras que las células LLC se
incubaron con EphA2-Fc y/o EphB4-Fc. De esta manera, la interaccién no tiene lugar
durante el ensayo, mientras que las proteinas recombinantes unidas al tipo celular
respectivo pueden, en algunos casos, mantener la sefializacion como se describe en el
apartado de material y métodos (Figura 9).

Tras 12 horas de incubacion y referir el porcentaje de viabilidad de las células
tratadas respecto al control (HDLEC y/o células LLC sin tratamientos) observamos que
el tratamiento con ephrinA4-Fc en los casos LApos contrario a lo observado a través de
endotelios HUVEC anteriormente descritos, provocd una disminucién en la viabilidad
de la fraccion No-TM incluso en presencia de quimiocinas, mientras que en la fraccién
TM los efectos quimiotdcticos revierten la disminucidn de la viabilidad provocada por
el tratamiento (Figura 45A), destacando el aumento de la supervivencia en respuesta a
CXCL12. Por otro lado en los casos LAneg no se observaron efectos significativos
(Figura 45A).

El tratamiento con ephrinB2-Fc en los casos LApos generd una disminucion en
la viabilidad en la fraccién TM, mientras que en los casos LAneg la inhibicion de la seiial
provocd un aumento en la viabilidad de la fraccion No-TM, pero no asi en las células
TM donde se observo una disminucion en la supervivencia (Figura 45 B). En ninguno de
los dos casos clinicos de LA se observaron efectos en la viabilidad como consecuencia
del estimulo quimiotactico (Figura 45 B).

Por otro lado el bloqueo de las sefales reverse a través del tratamiento con
EphA2-Fc y EphB4-Fc mostraron que EphA2-Fc en los casos LApos provocd una
disminucién en la fraccion No-TM y un marcado aumento en la viabilidad de las células
LLC TM en respuesta a CXCL12 (Figura 45 C), al igual que el tratamiento con ephrinA4-
Fc anteriormente descrito. En los casos LAneg no se observaron cambios significativos

(Figura 45 C).
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Con el tratamiento de EphB4-Fc en los casos LApos CXCL12 también revierte la
apoptosis provocada por la ausencia de la sefial en las células TM (Figura 45 D). En los
casos LAneg ambas quimiocinas generan una mayor viabilidad junto con el tratamiento

de EphB4-Fc en las células TM (Figura 45 D).

En conjunto estos resultados muestran que la inhibicion de la interaccion de la
sefal forward a través de EphA2 en el endotelio y la sefial reverse a través de la
ephrinA4 en las células LLC, proveen de sefiales de supervivencia mediante la sefial
generada por el receptor CXCR4. Mientras que la inhibicién de la sefial reverse
generada por la interaccion ephrinB2/EphB4 junto con la sefial a través de CXCR4,
proveen de sefales de supervivencia a las células leucémicas durante la TEM a través

de HDLEC-TNF-a.

Posteriormente estudiamos los efectos de estas interacciones en los indices de
migraciéon. En los casos LApos, los tratamientos con EphrinA4-Fc y EphA2-Fc
provocaron un aumento en la migracién (Figura 46A), observando los mismos efectos
en respuesta a CCL19 pero en mayor magnitud. Sin embargo, frente a CXCL12 los
tratamientos parecen impedir la migracién de las células leucémicas (Figura 46A).
Contrario a los casos Lapos, en las muestras LAneg ambas sefiales disminuyen la
migracion tanto en ausencia de quimiocinas (TEM espontdnea) como en respuesta a
CXCL12, solo el tratamiento con EphA2-Fc frente a CCL19 parece generar una mayor
migracion (Figura 46A). Por tanto estos resultados muestran que las sefiales generadas
por la interaccion EphA2/ephrinA4 promueven una mayor migracion a través de
endotelios linfaticos inflamados en pacientes con linfoadenopatias pero no asi en
pacientes que carecen de ellas. Mientras que las sefales quimiotdcticas provocadas a
través del receptor CCR7 magnifican el efecto con el tratamiento de EphA2-Fc en
ambos casos clinicos de LA, en tanto que la interaccidn con la sefial a través de CXCR4

bloquean la migracion.
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Figura 45. La ausencia de la interaccion EphA2/ephrinA4 y la sefial reverse a través de ephrinB2
provee de seiiales de supervivencia a las células LLC durante la TEM a través de endotelios
linfaticos (HDLEC-TNF-a).

A-D) Células leucémicas (LLC) fueron colocadas para su migracion a través de monocapas de
HDLEC previamente estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a. 100 ng/mL de CCL19 y CXCL 12 fueron
colocados en el pocillo inferior de manera independiente. Los tratamientos de ephrinA4-Fc (A) y
ephrinB2-Fc (B) fueron colocados a HDLEC, mientras que EphA2-Fc (C) y EphB4-Fc (D) fueron
colocados a las células LLC. Después de 12 horas de cultivo se determino la viabilidad (Anexina
V"€ /7AAD") de la fraccidon trans-migrada (TM) y no trans-mgrada (No-TM). Los graficos
muestran los ratios del % de viabilidad referido al control (HDLEC/células LLC no tratadas). Las
significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas.
* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; La ausencia de * no presenta significancia.

Por otro lado los tratamientos con ephrinB2-Fc generan una mayor migracion
en ambas condiciones clinicas de LA, mientras que EphB4-Fc solo lo hace en los casos
LApos (Figura 46B). En respuesta a CCL19 y CXCL12 los tratamientos con ephrinB2-Fcy
EphB4-Fc no generaron cambios concluyentes observando un comportamiento
muestra dependiente en ambas condiciones clinicas de LA (Figura 46B). Estos
resultados indican que aunque ambas sefiales provocan una mayor migracion, el

tratamiento de EphB4-Fc no genera un aumento en la migracion en los casos LAneg,
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por tanto podriamos pensar que esta sefial pudiera estar implicada en la infiltracién de
los ganglios linfaticos a través de la linfa aunado al marcado efecto provocado en el

aumento de la supervivencia en los casos LApos.
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Figura 46. La ausencia de la interaccién EphA2/ephrinA4 y la sefial reverse a través de ephrinB2
provee de sefales de supervivencia a las células LLC durante la TEM a través de endotelios
linfaticos (HDLEC-TNF-av).

A-B) Células leucémicas (LLC) fueron colocadas para su migracion a través de monocapas de
HDLEC previamente estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a. 100 ng/mL de CCL19 y CXCL 12 fueron
colocados en el pocillo inferior de manera independiente. Los tratamientos de ephrinA4-Fc (A) y
ephrinB2-Fc (B) fueron colocados a HDLEC, mientras que EphA2-Fc (A) y EphB4-Fc (B) fueron
colocados a las células LLC. Después de 12 horas de cultivo se determinaron los porcentajes del
indice de migracion. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-
student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; La ausencia de * no presenta
significancia.

3. Estudio de la salida de las células LLC desde los GL hacia loa vasos sanguineos
(HUVEC) y linfaticos (HDLEC).
Estudios han demostrado que los linfocitos salen desde los ganglios linfaticos

(GL) hacia la circulacién a través de los vasos linfaticos eferentes en respuesta a un
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gradiente de concentracién de S1P presente en altas concentraciones en linfa y sangre
y baja en tejidos(Yopp y cols. 2005, Lee y cols. 2007, Pappu y cols. 2007). Pese a los
grandes avances en los ultimos afos, en la LLC existe poca o nula evidencia del estudio
de los mecanismos de salida de las LLC (Borge y cols. 2014, Patrussi y cols. 2015, Till y
cols. 2015). Estudios han demostrado la posible participaciéon en leucocitos de los
receptores quimiotacticos CCR7 y CXCR4 con el receptor S1PR1, mediante un
mecanismo de competencia en la migracién (Yopp y cols. 2004, Yopp y cols. 2005,

Cyster y Schwab 2012).

3.1 Las células LLC presentan una menor expresion de S1PR1 comparadas con los LBP

pero mantienen la capacidad para responder a S1P.

Los linfocitos en circulacién internalizan S1PR1 debido a las altas
concentraciones de S1P en sangre y linfa (Pappu R. 2007) por lo que para su estudio, se
requiere recircular el receptor hacia la membrana. Para ello los linfocitos B de
donantes sanos (LBP) y las células de pacientes de LLC fueron incubadas durante 12y
24 horas en medio libre de suero (medio completo BSA, anexo 2). La expresiéon de
membrana de S1PR1 fue medida por citometria de flujo, observando una mayor
expresion a las 12 horas tanto en los LBP como en las células LLC (Figura 47A). Por ello
para estudios posteriores utilizaremos este tiempo de incubacion para recircular el
receptor hacia la membrana. Ademds observamos que la expresion del receptor
S1PR1 estd significativamente disminuida en las células LLC comparadas con los LBP
(Figura 47B), en concordancia con reportes previos (Capitani y cols. 2012). Aunque
recientemente ensayos in vitro han demostrado que las células LLC son capaces de
migrar en respuesta a S1P (Capitani y cols. 2012), quisimos analizar si esta disminucién
en la expresion de S1PR1 en las células LLC es capaz de generar una respuesta a S1P.
Para ello realizamos ensayos de migracién a través de filtros en placas transwell en
respuesta a distintas concentraciones de S1P (no mostrado) observando una mejor
respuesta a 100nM (Figura 47C) comparada con el control, por lo tanto esta
concentracion sera utilizada en estudios posteriores. Sin embargo cabe sefialar que la

magnitud de la respuesta no es directamente proporcional a los niveles de expresién
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de S1PR1, lo que nos hace sospechar que la respuesta a S1P no solo dependa de la

sefalizacion hacia S1PR1 si no que esta sefial probablemente esté ligada a la de otros

receptores.
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Figura 47. Las células LLC presentan una menor expresion de S1PR1 comparadas con los LBP
pero mantienen la capacidad para responder a S1P.

A-B) Andlisis por citometria de flujo de la expresion de S1PR1. Las células se marcaron con
anticuerpo primario mouse a-S1PR1 y se revelé con a-mouse Alexa 488. A)Para recircular
hacia la membrana celular el receptor S1PR1, linfocitos B purificados de donantes sanos (LBP)
y de pacientes de LLC de sangre periférica (SP) fueron incubadas por 12 y 24 Hrs en medio
completo-BSA (Anexo 2). B) Comparacion de la expresion en membrana de S1PR1 entre LBP
(n=1) y células LLC (n = 5) tras 12 horas de incubacién en medio completo-BSA , las barras
representan la media de las muestras y la desviacién estandar (LLC). C) Ensayos de migracion
en respuesta a S1P. Células LLC migraron a través de filtros en placas transwell, 100 nM de S1P
fue colocado en el pocillo inferior de la placa, tras 4 horas de incubacién el nimero de células
migradas fue contabilizado por citometria de flujo. Las significancias estadisticas fueron
determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; ***
P<0.001; n.s. no significativa.

3.2 Las células LLC de pacientes LApos presentan una menor capacidad de TEM
(basal-apical) en comparacion con los casos LAneg, las cuales responde a la sefial de
S1P a través de HDLEC pero no por HUVEC, adquiriendo en ambas condiciones
clinicas senales de supervivencia tras la TEM.

Una vez comprobada la expresion del receptor S1IPR1 en las células LLC y la
respuesta a su ligando S1P en ensayos de migracidn, estudiamos el papel del endotelio
sanguineo (HUVE) vy linfatico (HDLEC) mediante ensayos TEM a través de una

diapédesis realizada desde la parte basal de la célula endotelial hacia la parte apical, tal
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como ocurre en procesos in vivo dentro del GL. Para abordar este aspecto células
endoteliales HUVEC y HDLEC fueron sembradas en la parte inferior de la placa
transwell hasta lograr la confluencia. Las monocapas fuero estimuladas previamente
con 10 ng/mL de TNF-ay 100 nM de S1P fue colocado en el pocillo inferior.

Los indices de migracién mostraron que los casos LAneg presentan una mayor
capacidad de migracion en ambos tipos de endotelio y en respuesta a S1P en
comparacion a los casos LApos en los que se observaron bajos indices de migracién
(Figura 48A). Ademads se observo que las células LLC en ambas condiciones clinicas de
LA responden a S1P a través de HDLEC pero no asi a través de HUVEC (Figura 48A).
Cuando analizamos la viabilidad en este proceso (TEM direccion basal-apical)
observamos que tanto la fraccion No-TM y a mayor magnitud la fraccién TM en todas
las muestras analizadas, mostraron un aumento en la viabilidad en comparacién con
las células leucémicas que no se sometieron a este proceso (cultivos en suspension) en
ambos tipos de endotelio (Figura 48B, izquierda). Resultados similares se observaron
en respuesta a S1P (Figura 48B, derecha).

En conjunto estos resultados muestras que las células de LApos parecen tener
una menor capacidad par migrar en procesos de salida, lo que pudiera explicar al
menos de manera parcial el acimulo de estas células dentro de los GL ya que en
pacientes LAneg se observd una mayor migracion. Por otro lado la respuesta a S1P se
ve mas favorecida a través de endotelios linfaticos (HDLEC) por lo que probablemente

sea la ruta mas utilizada por las células LLC para salir del GL.

3.3 La interaccion S1PR1-CCR7 y S1PR1-CXCR4 bloquean la salida de las células de
LLC en ensayos in vitro a través de endotelios linfaticos y sanguineos.

Estudios en leucocitos han demostrado la posible participacion de CCR7 vy
CXCR4 con S1PR1 mediante un mecanismo de competencia entre la retencién y la
migracion (Yopp y cols. 2004, Yopp y cols. 2005, Pham y cols. 2008, Cyster y Schwab
2012). Por ello, una vez analizados los procesos de salida de las células LLC a través del
receptor SIPR1 mediante endotelios HUVEC y HDLEC quisimos estudiar la posible
interaccion de S1PR1 en las células leucémicas con los receptores CCR7 y CXCR4

involucrados en procesos de infiltracién al GL.
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Para estudiar estas posibles interacciones en las células LLC estudiamos el papel
de S1P y su interaccidn con las quimiocinas CCL19 y CXCL12 a través de la sefializacién
de sus receptores en el proceso de trans-migracion en condiciones simuladas de salida
desde el GL. Para ello realizamos ensayos in vitro de TEM en placas transwell, con
monocapas de HUVEC y HDLEC sembradas por la parte inferior del filtro, colocando de
manera independiente CCL19 y CXCL12 (100ug/mL de c/u) en el pocillo superior (PS) y

S1P (100nM) en el pocillo inferior (PI), como se describe en el apartado de material y

métodos (Figura 8D).
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Figura 48. Las células LLC de pacientes LApos presentan una menor capacidad de TEM (basal-
apical) en comparacion con LAneg, las cuales responde a la sefal de S1P a través de HDLEC
pero no por HUVEC, adquiriendo en ambas condiciones clinicas sefales de supervivencia tras
la TEM.

A-B) Células leucémicas (LLC) fueron colocadas para su migracion a través de monocapas de
HDLEC y HUVEC sembradas por la parte inferior del filtro de la placa transwell previamente
estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a. 100 nM de S1P fue colocado en el pocillo inferior.
Después de 12 horas de cultivo se determinaron los porcentajes del indice de migracion y la
viabilidad de ambas fracciones de la TEM (No-TM y TM). Los cultivos en suspensién
representan el control de las células LLC que no sufrieron el proceso de TEM ya que fueron
colocadas en el pocillo inferior de placa de cultivo. Las significancias estadisticas fueron
determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; ***
P<0.001; La ausencia de * no presenta significancia.
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Los resultados mostraron que los estimulos de CCL19 y CXCL12 en respuesta a
S1P generaron un bloqueo en la TEM observandose un indice de migracion mas bajo
en comparacion con la respuesta a S1P usada como control (-, S1P) en ambos tipos
de endotelios (Figura 49A). Por tanto creemos que las sefiales de CCR7 y CXCR4 en las
células LLC podrian estar generando un bloqueo en la sefializacién de S1PR1
impidiendo su TEM en respuesta a S1IP o que probablemente los estimulos de
guimiocinas podrian estar generando una respuesta al endotelio que impida su trans-
migracion.

Para indagar en estos aspectos estudiamos las sefiales independientes de CCR7
y CXCR4 provocados por los estimulos quimiotdacticos en ausencia de S1P. Observando
gue los estimulos de CCL19 y CXCL12 comparados con el control (-, -), mostraron que,
CCL19 no generd un cambio significativo en la TEM tanto en HUVEC como en HDLEC,
pero si CXCL12, provocando un aumento en la TEM en HDLEC y a mayor grado en
HUVEC comparado con la ausencia de estimulo (- ,-) (Figura 49B).

Tras observar que los estimulos quimiotdcticos no intervenian en el bloqueo
previamente observado en respuesta a S1P, si no por el contrario parecia que CXCL12
promovia una mayor TEM, creemos, que el efecto de bloqueo en la TEM proviene de
sefiales propias del endotelio. Para analizar este aspecto realizamos ensayos de
migracion en condiciones de salida antes descritas pero en ausencia de endotelios. Los
resultados mostraron una mayor migracién a S1P respecto al control (-,-) (Figura 49 C)
como lo habiamos observado con anterioridad (Figura 47 C). Sin embargo el estimulo
en las células LLC en respuesta a S1P generaron de manera significativa, tanto con
CXCL12 y a mayor magnitud con CCL19, un aumento en el indice de migracién
comparada con la respuesta independiente de S1P (-, S1P) (Figura 49 C). Por tanto el
bloqueo observado en la TEM a través de HUVEC y HDLEC (Figura 49A) es debido en
gran parte a sefiales propias del endotelio generadas por S1P.

Cuando analizamos los efectos independientes de los estimulos en la migracion
a través de filtros en ausencia de S1P, observamos que la internalizacién de los
receptores CCR7 y CXCR4 disminuyen la migracién de las células LLC (Figura 49 D).

Estos resultados en conjunto muestran que la sefializacion a través de CCR7 y
CXCR4 disminuyen la migracion potenciando la retencién de las células LLC, sin

embargo estas sefales potencian la respuesta de S1PR1 generando una mayor
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migracion en respuesta a S1P a través de filtros. Por tanto como habiamos
mencionado el endotelio tienen una funcién esencial en el proceso TEM pues al
parecer puede impedir la trans-migracion de las células LLC en presencia de CCL19 y
CXCL12 en respuesta a S1P. Es decir, estas interacciones promueven la migracién

(filtros) pero no la TEM (Endotelios) .
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Figura 49. La interaccion S1PR1-CCR7 y S1PR1-CXCR4 bloquean la salida de las células LLC
en ensayos in vitro a través de endotelios linfaticos y sanguineos.

A-B) Ensayos TEM (Basal-Apical) de células LLC (n=2) en procesos de simulacién de salida del
ganglio linfatico (GL). Células HUVEC y HDLEC fueron sembradas a confluencia por la parte
inferior del filtro de las placas transwell, estimuladas previamente con 10ng/mL de TNF-a. C-
D) Ensayos de migracion realizados de la misma manera descrita anteriormente pero en
ausencia de endotelio a través de filtros de placas transwell. A y C) 100nM de S1P fue
colocado en el pocillo inferior (Pl) mientras que 100ng/mL de CCL19 y CXCL12 de manera
independiente fueron colocados en el pocillo superior (PS). By D) Efecto de los estimulos
CCL19 y CXCL12 en ausencia de S1P. 100ng/mL de CCL19 y CXCL12 de manera independiente
fueron colocados en el pocillo superior (PS). Los graficos muestran los indices de migraciény
trans-migracién en porcentajes, el signo (-) significa ausencia de estimulo y/o de repuesta a
S1P. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada
de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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Para indagar un poco mds en la interaccidon de estos receptores, medimos por
citometria de flujo la expresiéon de S1PR1 en las células leucémicas después de ser
estimuladas durante 30 minutos con CCL19 y CXCL12. Los resultados mostraron que
ambos estimulos en todas las muestras analizadas incrementan los niveles de
expresion de membrana de S1IPR1 comparados con células no estimuladas (Figura 50),
confirmando asi que este aumento de los niveles de expresidn del receptor genera una

mayor migracién en respuesta a S1P.

Figura 50. Los estimulos con las
quimiocinas CCL19 y CXCL12
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no significativa.

3.4 Las sefiales forward y reverse de las Eph/ephrin en la interaccion S1PR1-CCR7 y
S1PR1-CXCR4 promueven una mayor TEM (Basal-Apical) en la salida de las células
LLC a través de endotelios sanguineos y linfaticos.

Una vez observado el papel que juegan ambos endotelios en procesos de salida
a través de las sefiales de S1P en conjunto con CCL19 y CXCL12, en los que al parecer

las senales de S1P impiden su trans-migracién, pensamos que probablemente los
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receptores Eph y sus ligandos ephrin podrian intervenir en estas interacciones dentro
de los procesos TEM, como habiamos sefialado en los estudios anteriores.

Para indagar en este aspecto realizamos ensayos de salida a través de la TEM
(Basal-Apical) como se describieron anteriormente afiadiendo tratamientos
Eph/ephrin. Las monocapas de endotelios HUVEC y HDLEC sembradas por la parte
inferior del filtro de la placa transwell se pre-estimularon y no con 10 ng/mL de TNF.
De manera independiente cantidades saturantes de EphA2-Fc y EphB4-Fc fueron
pegadas a las células LLC mientras que ephrinA4-Fc y ephrinB2-Fc fueron pegadas a los
endotelios.

Tras comparar los efectos con la condicién carente de tratamientos de
Eph/ephrin usada como control, observamos que de manera general el bloqueo en la
interaccion de las células LLC y los endotelios a través de ephrinA4-Fc- EphA2-Fc vy
ephrinB2-Fc-EphB4-Fc promueven una mayor trans-migracion a través de HUVEC y
HDLEC en endotelios estimulados y no con TNF-a, bajo el estimulo de CCL19 (Figura
51A) y en mayor medida con CXCL12 (Figura 51 B). Estos datos en conjunto muestran
gue probablemente se generen seiales forward y reverse provocados por los
tratamientos de Eph/ephrin. Por tanto estas sefiales son necesarias en los procesos
de salida, TEM (Basal-Apical) de las células LLC para efectuar su trans-migracién, sobre
todo en conjunto con la interaccién de las sefiales generadas por CXCR4 y S1PR1,
donde parece tener una mayor participacion.

Para abordar de una manera un poco mas especifica el papel de las Eph/ephrin
en estos procesos de interaccién entre los receptores SIPR1 con CCR7 y CXCR4 vy
comprobar si estos efectos eran dependientes o independientes de la interaccidon con
el endotelio, realizamos ensayos de migracion a través de filtros en condiciones de
salida como se describieron anteriormente pero en ausencia de endotelio, para
estudiar estas sefales en las propias células leucémicas. Las proteinas recombinantes
fueron pegadas a los filtros de la placa transwell. Los resultados de la migracién
comparados con la ausencia de tratamientos de Eph/ephrin (Control), mostraron, que
bajo el estimulo de CCL19 (Figura 52A) ephrinA4-Fc y ephrinB2-Fc provocaron un ligero
bloqueo en la migracidon, mientras que con EphA2-Fc y EphB4-Fc el bloqueo fue

significativamente mayor. Esto es contrario a lo observado con CXCL12 (Figura 52 B),
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donde se observd una mayor migraciéon tanto con los receptores Eph y a mayor

magnitud con los ligandos ephrin.

Estos resultados en conjunto muestran que en la interaccion S1IPR1-CXCR4, la
sefales reverse a través de ephrinA4 y ephrimB2 asi como las senales forward a través
de EphA2 y EphB4 potencializan la migracién de las células LLC, mientras que en la
interaccion S1PR1-CCR7 estas senales parecen bloquear el efecto antes observado con
endotelios (Figura 51A). Por tanto en esta interaccién el endotelio juega un papel
indispensable para promover la TEM. Ademas podemos concluir que los mecanismos

de interaccién de Eph/ephrin en respuesta a S1P son diferentes en CCR7 y CXCR4.
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Figura 51. Las sefiales forward y reverse de las Eph/ephrin en la interaccién S1PR1-CCR7 y S1PR1-
CXCR4 promueven una mayor TEM (Basal-Apical) de las células LLC a través de endotelios
sanguineos y linfaticos.

(A-B) Ensayos de transmigracién de LLC (n=2) en procesos de simulacién de salida del ganglio
linfatico (GL), células HUVEC y HDLEC fueron sembradas a confluencia por la parte inferior del
filtro de las placas transwell, con y sin tratamiento de TNF-a (10ng/mL). Los tratamientos de
ephrinA4-Fc y ephrinB2-Fc fueran pegadas a los endotelios mientras que los tratamientos de
EphA2-Fc y EphB4-Fc fueron pegados a las células LLC. 100nM de S1P se colocaron en el pocillo
inferior mientras que 100ng/mL de CCL19 y CXCL12 de manera independiente fueron colocados en
el pocillo superior. Los graficos muestran los ratios del indice de migracién referidos al control (No
tratamientos). A) Efectos provocados por Eph/ephrin bajo el estimulos de CCL19. B) efectos
provocados por Eph/ephrin bajo el estimulo de CXCL12. Las significancias estadisticas fueron
determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001;
n.s. no significativa.
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Figura 52. Las sefiales de Eph/ephrin potencian la interacciéon de S1PR1-CXCR4 generando
una mayor migracion mientras que en la interaccion S1PR1-CCR7 la impiden.

A-B) Ensayos de migracion a través de filtros de placas transwell en células LLC (n=2).
Cantidades saturantes de proteinas recombinantes de ephrinA4-Fc, EphA2-Fc, ephrinB2-Fc y
EphB4-Fc fueron pegadas durante 1 hora a temperatura ambiente en los filtros de la placa,
100nM de S1P se colocaron en el pocillo inferior (Pl) mientras que 100ng/mL de CCL19 y
CXCL12 de manera independiente fueron colocados en el pocillo superior (PS). Los graficos
muestran el indice de migraciéon tras 4 horas de incubacion. El control indica la ausencia de
proteina recombinante pegada al filtro. Las significancias estadisticas fueron determinadas por
la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no
significativa.

Tras observar que al parecer las Eph/ephrin impedian la migracién bajo el
estimulo de CCL19 en respuesta a S1P pero la promovian con el estimulo de CXCXL12,
quisimos estudiar los efectos independientes de cada estimulo para entender la
participacién de las sefiales forward y reverse en el linfocito. Para ello realizamos
ensayos de migracion pegando las proteinas recombinantes a los filtros de la placa
transwell. Los ensayos se realizaron en ausencia de estimulos (no estimulo) y con
estimulos de CCL19 y CXCL12 las cuales fueron colocadas en el pocillo superior y S1P

colocado en el pocillo inferior, todas ellas de manera independiente.
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Tras analizar los resultados observamos que las sefales forward y reverse en el
linfocito, generan mayor migracion comparada con la ausencia de tratamiento de
Eph/ephrin (Fig. 53, No estimulos), mientras que con los estimulos de CCL19 y CXCL12
los efectos de aumento en la migracién se mantienen pero considerablemente a una
menor magnitud comparados con la ausencia de ellos (No estimulos) (Figura 53). Por
otra parte en respuesta a S1P los tratamientos con ephrinAd4-Fc y ephrinB2-Fc
promueven significativamente una mayor migracién mientras que los receptores
EphA2-Fc y EphB4-Fc la magnitud de la respuesta es menor pero sin embargo

aumentan ligeramente la migracion (Figura 53).

En conjunto estos resultados muestran que las sefales generadas en las células
LLC por las Eph/ephrin inducen una mayor migracion la cual se ve disminuida con la
internalizacion de CCR7 y CXCR4, pero potencializada en respuesta a S1P a través de

las sefales reverse, principalmente a través de las sefiales forward.
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Figura 53. Estudio del papel de Eph/ephrin en la interaccion con CCR7, CXCR4 y S1PR1 en la
migracion de las células LLC.

Ensayos de migracion a través de filtros de placas transwell en muestras de LLC (n=2).
Cantidades saturantes de proteinas recombinantes de ephrinA4-Fc, EphA2-Fc, ephrinB2-Fc y
EphB4-Fc fueron pegadas durante 1 hora a temperatura ambiente en los filtros de la placa.
De manera independiente 100nM de S1P se colocaron en el pocillo inferior (PI) mientras que
100ng/mL de CCL19 y CXCL12 de forma separada fueron colocados en el pocillo superior (PS).
Los graficos muestran el indice de migracién tras 4 horas de incubacién. El control indica la
ausencia de proteina recombinante pegada al filtro. Las significancias estadisticas fueron
determinadas por la prueba de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; ***
P<0.001; n.s. no significativa.

116



Resultados

Por otro lado cuando colocamos las Eph/ephrin solubles para inducir un
bloqueo, observamos que efectivamente los tratamientos con EphA2-Fc y EphB4-Fc
generaban una disminucidn en la migracidn, tanto en la migracion espontdnea (Figura
54A) como en respuesta a S1P (Figura 54B), contrario a lo observado cuando fueron
pegadas a los filtros de la placa (Figura 53). Sin embargo, ephrinA4-Fc y ephrinB2-Fc
generaban una sefializacion promoviendo una mayor migracidon de manera espontdnea
(Figura 54A) y a mayor magnitud en respuesta a S1P (Figura 54B), coincidiendo con los
resultados cuando fueron pegadas a filtro (Figura 53). Por tanto la sefial reverse en las
células LLC es necesaria para la respuesta a S1P, mientras que las fracciones solubles

potencian la migracion.
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Figura 54. La sefial reverse generada en las células LLC impide la respuesta a S1P
mientras que las fracciones solubles potencian respuesta en la migracién.

A-B) Ensayos de migracion a través de filtros de placas transwell en células LLC (n=2).
Cantidades saturantes de proteinas recombinantes de ephrinA4-Fc, EphA2-Fc, ephrinB2-Fc
y EphB4-Fc fueron colocadas de manera soluble en el pocillo superior (PS) junto con las
células LLC. A) Migracién de células LLC en ausencia de S1P (Control). B) Migracidn de
células LLC en respuesta a 100nM de S1P colocado en el pocillo inferior (Pl). Los graficos
muestran el indice de migracion tras 4 horas de incubacion. El control indica la ausencia de
proteina recombinante. Las significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba
de t-student pareada de dos colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.

Tras observar estos resultados pensamos que ambas sefiales podrian estar
generando en las células leucémicas un incremento en los niveles de expresion de
S1PR1. Para abordar este aspecto medimos los niveles de expresion del receptor
S1PR1 después de ser estimulados con las proteinas recombinantes Eph/ephrin. Para

ello se realizaron ensayos con las proteinas recombinantes pegadas a la placa de
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cultivo y por otro lado de manera independiente se anadieron de manera soluble. Tras
30 minutos de incubacidon se midid la expresiéon de S1PR1 y se compard con la
expresion de células LLC en ausencia de tratamientos (control). Los resultados
mostraron en todas las muestras analizadas que tanto la sefial a través de las
proteinas solubles (Figura 55A) como las proteinas pegadas a placa (Figura 55B),
generan una sefal provocando como resultado una mayor expresién de S1PR1

comparadas con el control (Figura 55 A-B).
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Figura 55. Los estimulos y sefializaciones con Eph/ephrin generan en las células LLC un
aumento en la expresion de S1PR1.

Células LLC fueron incubadas durante 30 minutos con 0.5ug/1X10° células de proteinas
recombinantes (rh) EphA2-Fc, ephrinA4-Fc, EphB4-Fc y ephrinB2-Fc pegadas a placa
previamente durante una hora y de manera soluble afiadida al cultivo. Tras la incubacién las
células se recuperaron tras un lavado con PBS-EDTA y se realizé el marcaje con anti-S1PR1
durante 30 minutos, tras un lavado se agregd un anticuerpo contra ratén unido a AlexaFluor
488. Los niveles de expresidn se midieron por citometria de flujo. Los graficos muestran la
expresion de membrana de S1PR1 en intensidad media de fluorescencia (MFI). Las
significancias estadisticas fueron determinadas por la prueba de t-student pareada de dos
colas. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; n.s. no significativa.
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DISCUSION

El agravamiento clinico de los pacientes de LLC se da en gran medida por la
infiltracién de las células leucémicas a los érganos linfoides secundarios como los GL,
ademas de la infiltracidn a la MO, sin embargo esta infiltracidn solo se da en cierto tipo
de pacientes cuyos mecanismos a pesar de los grandes avances en los ultimos afos
aun son del todo impredecibles. Por lo tanto la prevencion de la infiltracion a GL para
evitar la diseminacién y la presencia de linfoadenopatias es un aspecto clinico de
interés.

En el presente trabajo mostramos evidencia por primera vez, que durante la
extravasacion los contactos fisicos que establecen las células LLC con el endotelio
pueden resultar en una disminucion de su viabilidad. Sin embargo contrario a esto, las
células LLC de pacientes con presencia de linfoadenopatias (LApos) tras realizar la
diapédesis son capaces de captar sefiales de supervivencia a través de las cadenas de
integrinas alPB2 y a4Bl tras la unidn con sus ligandos ICAM-1 y VCAM-1
respectivamente, resultando en una mejora de la supervivencia. En este proceso la
forma soluble de ephrinA4 que se acumula en el plasma de pacientes con presencia de
linfoadenopatias (Alonso-Colmenar y cols. 2009) juega un papel fundamental. En estos
pacientes la union de ephrinA4 soluble con el receptor EphA2 en el lado luminal
(apical) de la célula endotelial facilita la adhesién y trans-migracién de las células LLC a
través de los vasos endoteliales dentro de los tejidos linfoides, mejorando la TEM y las
sefiales de supervivencia. Por lo tanto los presentes resultados amplian nuestros
estudios previos del papel de la isoforma soluble de ephrinA4 en la adhesion y TEM de
las células LLC (Alonso-Colmenar y cols. 2009, Trinidad y cols. 2009) afadiendo a esto

su relacién con la supervivencia de las células LLC y la presencia de linfoadenopatias.

En el desarrollo de estas linfoadenopatias pueden estar implicados en general
dos procesos que involucran la entrada o salida de las células leucémicas hacia y desde
los GL. Por un lado como se describe en la presente tesis doctoral, la mejora de la

capacitad TEM de las células LLC para infiltrar los GL en los casos de pacientes con
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LApos mediada por el posible papel de ephrinA4 y por otro la retencién de estas
células dentro del GL, que puede ser debida en gran medida al dano en la expresién de
S1PR1 (Capitaniy cols. 2012).

Por lo tanto en la presente tesis doctoral ademds estudiamos por primera vez,
el estudio in vitro del proceso de trans-migracion de células LLC a través de endotelios
linfaticos y el posible papel en la diseminacién de la enfermedad a través de linfa, en la
cual las interacciones Eph/ephrin previamente descritas por nuestro laboratorio
(Trinidad y cols. 2009) intervienen en la misma. Ademds mostramos por primera vez,
evidencias preliminares del estudio in vitro de las células LLC en procesos de salida
desde el GL a través de endotelios linfaticos y sanguineos en respuesta a S1IP mediada
por su recetor S1PR1 (Pappu y cols. 2007, Capitani y cols. 2012, Cyster y Schwab 2012)
y su posible interaccion con los receptores de quimiocinas CCR7 y CXCR4 (Yopp y cols.
2005, Patrussi y cols. 2015) en procesos de regulacion de salida de las células LLC, asi

como el papel que juegan la interacciones Eph/ephrin en dicho proceso.

1. Papel de ephrinA4 en la supervivencia de las células LLC durante la TEM y su
relacion con la presencia de linfoadenopatias en pacientes de LLC.

Los presentes resultados muestran un nuevo panorama del papel de la célula
endotelial en la LLC. En el presente trabajo hemos demostrado y de acuerdo con
estudios previos (Carman y Springer 2004, Millan y cols. 2006, Muller 2009, Buggins y
cols. 2010, Badoux y cols. 2011, Maffei y cols. 2012), que la célula endotelial puede
probablemente proporcionar sefiales de supervivencia a las células leucémicas dentro
de los tejidos infiltrados, mediada en gran parte por la liberacion de factores solubles.
Esta supervivencia depende también de los contactos fisicos entre ambos tipos
celulares (CLL-endotelio) tras un tiempo prolongado de interaccidén. En apoyo a esta
hipdtesis, demostramos que en cultivos a largo plazo cuando utilizamos endotelio
fijado con paraformaldehido no se observan estos efectos de supervivencia, mientras
que con HUVEC vivas y medio condicionado procedente de cultivos a largo plazo se
protege ampliamente a las células LLC de la apoptosis espontanea y de la apoptosis
mediada por HUVEC-TNF en los cultivos de 12 horas. Por el contario a tiempos mas
cortos como en el proceso de extravasacion (Schnoor y cols. 2015) se ve impedida la

capacidad de las células endoteliales de producir estos factores solubles sin embargo
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las sefiales apoptdticas se reciben principalmente a través de los contactos fisicos. Esto
es apoyado por el incremento de la apoptosis en las células LLC de la fraccién no-TM
que puede posiblemente llevarse a cabo 2 horas después del contacto fisico como se
ha demostrado en los co-cultivos. Bajo condiciones fisiolégicas de flujo las células LLC
no adheridas podrian probablemente escapar de estas sefiales apoptdticas iniciales
que hemos observamos en estos ensayos bajo condiciones estdticas de TEM, aunque
serian necesarios ensayos TEM bajo condiciones de flujo para confirmar esta
conclusion (Till y cols. 2002, Mionnet y cols. 2011). Durante la diapédesis las LLC
pueden ser rescatadas de las sefiales apoptodticas recibidas al inicio de la TEM como
ocurre en los casos LApos. Ademas no se puede descartar que las células LLC migradas
reciban otras sefales de supervivencia una vez dentro del parénquima de los GL,
aunque nuestro estudio en secciones de adenopatia mostraron numerosas células
apoptoticas cerca de las HEV. Estos datos sugieren que un gran numero de células
recientemente migradas mueren sin infiltrar el tejido y especialmente cuando migran
a través de HEV carentes de ephrinA4 como en las observadas en las regiones

exteriores de la LA.

Nuestros resultados ademds confirman un papel critico de las integrinas en la
patologia de la enfermedad (Lagneaux y cols. 1999, Plate y cols. 2000, Till y cols. 2002,
Burger 2013), destacando que estas establecen una relacidn entre la extravasaciény la
supervivencia de las células leucémicas. Un alto nivel de expresion de CD49d (a4) es
indicativo de un peor prondstico en los casos no mutados (IgHV) y CD38" (Walsby vy
cols. 2014) lo cual se asocia con la presencia de linfoadenopatias (Slattery y Dong
2003, Till y cols. 2005, Hartmann y cols. 2009), a4 juega un papel critico en la
extravasacion de linfocitos sanos en asociacion con 1 mediando la uniéon a VCAM-1,
en LLC ha sido relacionada con alLP2 que se adhiere a ICAM-1 durante la migracién
trans-endotelial (Burger 2013). Incluso, las células LLC de pacientes sin linfoadenopatia
(LAneg) muestran un defecto de la motilidad y la TEM dependiente de alLB2, que es en
parte corregida por la expresién de a4B1 en los pacientes que presentan adenopatias
(LApos) (Till y cols. 2008, Burger 2013). Esto probablemente explique en los casos
LAneg la falta de capacidad para recibir sefiales de supervivencia durante TEM o

cuando se cultivaron sobre ICAM-1 o VCAM-1, enfatizandose una mayor supervivencia
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cuando la expresion de a4 esta incrementada como en los casos LApos. De acuerdo
con estudios previos en los que se destaca un papel critico de a4 en la supervivencia
de las células LLC mediada por el endotelio (Vincent y cols. 1996, Till y cols. 2008,
Zucchetto y cols. 2009, Maffei y cols. 2012) hemos demostrado, ademas, que esto es
especialmente relevante en los casos con presencia de linfoadenopatia. Por el
contrario, el hallazgo de las sefiales apoptdticas mediadas por estas y otras integrinas
en las células LLC cuando fueron cultivadas sobre diferentes ligandos de matrices
extracelulares (ECM) o que se observaron en los ensayos TEM fueron completamente
inesperados. Por lo tanto encontramos que las integrinas tienen un efecto dual en la
viabilidad celular de las células LLC, intercambiando respuestas de apoptosis o
supervivencia, que ya han sido encontrados en otros tipos celulares incluyendo células
tumorales hematopoyéticas (Eksioglu-Demiralp y cols. 1996, Lagneaux y cols. 1998,
Gattei y cols. 2008, Fiorcari y cols. 2014). Mecanismos de apoptosis mediados por
integrinas han sido relacionados con adhesiones firmes y prolongadas (Eksioglu-
Demiralp y cols. 1996) o a través de integrinas no adheridas (Gattei y cols. 2008). Su
estado de activacién antes de la unidn al ligando proporciona ademds un efecto dual a
través del reclutamiento de caspasas (Gattei y cols. 2008) y/o de ERK en lugar de AKt
kinasa (Fiorcari y cols. 2014). En conjunto estos mecanismos y/o algunos desconocidos
pueden contribuir a los resultados de apoptosis observados cuando se adhieren al
endotelio inflamado a través de sus ligandos ICAM-1 o VCAM-1. En este sentido no se
puede excluir, de cualquier manera, la posible existencia de mecanismos apoptdticos
adicionales indirectamente regulados por la adhesidon de integrinas, incluyendo
aquellas mediadas por Fas o TRAIL-Rs, que son expresados por las células LLC (Saito y
cols. 2009)(40) y cuyos ligandos han sido descritos bajo estimulos inflamatorios en la

célula endotelial (Whitlock y cols. 2000, Stupack y cols. 2001).

En la viabilidad dependiente de integrinas en las células LLC, la expresién en la
superficie celular de ephrinA4 surge como un mediador critico para contrarrestar la
apoptosis en los pasos iniciales de la adhesién, por lo menos observado en los casos
LApos durante la diapédesis. Las sefiales repulsivas debidas a la expresidon de la
isoforma de membrana, como previamente habiamos mostrado (Trinidad y cols.

2009), junto con el flujo sanguineo, podrian posiblemente contribuir a desprender las
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células LLC de los vasos sanguineos evitandoles asi las sefiales apoptdticas
provenientes de la adhesion. En contraste con esto, en pacientes con LApos, la baja
expresion de membrana de ephrinA4 es necesaria para la firme adhesion al endotelio a
través de las integrinas a4 y al (Alonso-Colmenar vy cols. 2009, Trinidad y cols. 2009) y
posteriormente efectuar la diapédesis. De cualquier manera, mostramos que ephrinA4
es capaz de inhibir la alta afinidad de estados conformacionales de las integrinas a
través del secuestro fisico en la superficie celular en lugar de su internalizacion. En
apoyo a este mecanismo, ademds mostramos una mejora en la adhesiéon de células
leucémicas al endotelio en células LLC con ephrinA4 silenciada. Los ensayos de
silenciamiento demostraron que la ausencia de la sefial reverse pero no de ephrinA4
por si misma es necesaria para continuar con la diapédesis pero no para captar sefales
de supervivencia via integrinas en las muestras Lapos. La asociacién inversa entre las
moléculas ephrinAd4 y a4 resalta aun mas la posible existencia de mecanismos

comunes para regular su expresion en las células LLC y asegurar la extravasacion.

Por consiguiente, basdandonos en que la unidon de la ephrinA4 soluble al
endotelio a través de EphA2, surge como un mecanismo fundamental que promueve la
TEM vy la supervivencia en los casos de LApos. El hallazgo de células LLC apoptéticas
cerca de la HEV carentes de ephrinA4 dentro de las linfoadenopatias, también apoya
de manera indirecta que este proceso posiblemente suceda in vivo. Ademas, esto fue
confirmado en ensayos realizados en ratén, aunque no fisiolégicamente del todo,
representa un buen protocolo experimental para estudiar in vivo la capacidad de las
células LLC para establecerse en el ganglio linfatico o medula dsea (Stupack 2005,
Hartmann y cols. 2009). Ademads se muestra que la ephrinA4 soluble podria promover
una ruta trans-celular (TC) en la TEM de las células LLC, como se concluyd con las
tinciones de VE-Cadherina y caveolina-1, mediante la induccién de agujeros en las
monocapas HUVEC, tal como se observd en otros estudios endoteliales de
permeabilidad utilizando ephrinAl en lugar de ephrinA4 (Larson y cols. 2008). Se ha
descrito que Caveolin-1 media la ruta TC de la TEM en conjunto con ICAM-1 y VCAM-1
(Davids y Burger 2012) de manera similar a lo que hemos observado en los casos de la
internalizacion de EphA2 mediada por ephrinA4 (Trinidad y cols. 2009). De cualquier

manera EphA2 puede fisicamente interactua con caveolin-1 como efectivamente se ha
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demostrado a nivel bioquimico (Martinez-Moreno y cols. 2015). En conjunto estos
datos pueden adicionalmente aportar una nueva alternativa a la eterna pregunta
respecto a la importancia de la ruta TC respecto a la PC de la TEM (Vihanto y cols.

2006, Davids y Burger 2012, Schnoor y cols. 2015).

Dentro de este contexto, ephrinA4 podria desempefiar un papel fundamental
para garantizar la supervivencia de las células LLC relacionadas con la extravasacién y
linfoadenopatias. Es importante resaltar que a pesar del bajo nimero de casos de
trisomia 12 y delecién del 11q incluidas en el presente estudio, la mayoria de ellos
muestran niveles bajos de expresién de ephrinA4 en la superficie celular, un hallazgo
gue podria estar relacionado con el aumento de la tendencia a desarrollar
linfoadenopatias en estos pacientes. En contraste, estos casos de citogenética tenian
niveles variables de ephrinA4 en suero sugiriendo que mecanismos diferentes podrian
estar regulando la expresién de ambas isoformas.

Un resumen de nuestros hallazgos se representa en la figura 56. A través de la
expresion de la isoforma de membrana, las interacciones de integrinas en las células
LLC son contrarrestadas contribuyendo a su desprendimiento del endotelio,
escapando asi de las sefiales apoptéticas probablemente facilitado por el flujo
sanguineo. Este mecanismo es mas probable que se lleve a cabo en pacientes sin la
presencia de adenopatias y bajos niveles de ephrinA4 soluble. En pacientes con
adenopatias la ephrinA4 soluble en plasma junto con la expresién de las integrinas
a4B1 se unen para mejorar la TEM aunada a las sefiales de supervivencia durante la
extravasacion. Queda por demostrar de manera definitiva si el paso trans-celular
representa una ruta de supervivencia en la TEM y/o en otros tipos celulares de
poblaciones normales y leucémicas.

En conclusidn, nuestros resultados proporcionan nuevos datos en los
mecanismos de supervivencia empleados por la células LLC in vivo, demostrando que
la extravasacion podria representar un evento desfavorable que debe ser explorado

para prevenir la diseminacion ganglionar de la enfermedad.
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Figura 56. Esquema representativo de la extravasacidn y supervivencia de las células LLC de
acuerdo a la condicion de linfoadenopatia determinada por mecanismos moleculares de
integrinas y ephrinA4.

En pacientes sin adenopatia (LAneg, Izquierda), células LLC con bajos niveles de expresidon de la
integrina a4 afecta su extravasacién pero no su adhesion al endotelio probablemente se de a
través de alP2. En estas condiciones, una baja frecuencia de células LLC migran entre las
uniones adyacentes de las células endoteliales (ruta paracelular de la TEM) sin recibir sefiales
de supervivencia que finalmente las lleva a la muerte (2). De cualquier manera la mayoria de
las células LLC se separan del endotelio como resultado de la expresion de ephrinA4 en la
superficie celular lo que les permite seguir fluyendo dentro del torrente sanguineo (1). Los
niveles en suero de ephrinA4 soluble de pacientes LAneg no son suficientemente altos para
contrarrestar la unién de la ephrinA4 de membrana con la EphA2 del endotelio y evitar el
desprendimiento de las células LLC.

En pacientes con linfoadenopatia (LApos, derecha) la expresion de la integrina a4 es
suficientemente alta para continuar la extravasacion. En estos pacientes, la adhesion de las
células LLC al endotelio es facilitada por la baja expresidon de ephrinA4 en su superficie y los
niveles altos de la isoforma soluble en suero el cual se une a la EphA2 de la célula endotelial.
Como resultado, la adhesion al endotelio se lleva acabo facilitando las sefiales apoptdticas
que, sin embargo, son contrarrestadas en las células LLC que se unen eficientemente a ICAM-1
y VCAM-1 inducida por la agregacion de EphA2. Un mecanismo de acoplamiento de EphA2 a
Caveolina-1 podria promover la ruta transcelular (TC) de la TEM.

2. Estudio de la TEM de las células LLC través de endotelio linfatico (HDLEC)

El papel que juegan los endotelios linfaticos en la diseminacién de la
enfermedad no habia sido estudiado hasta ahora. La presencia de adenopatias dentro
de la misma cadena ganglionar en los pacientes nos hace pensar que la linfa podria

jugar un importante papel en la diseminacién de la enfermedad. En este aspecto,
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encontramos que las células LLC pero no los LBP pueden quedar retenidas en los
endotelios linfaticos inflamados bloqueando la trans-migracién en respuesta a CCL19 y
CXCL12, probablemente debido a una mayor adhesion en los casos LApos, pero no asi
en LAneg. Como mostraron los analisis de co-cultivos mediante microscopia, en los
casos LApos este efecto probablemente puede ser causado por una mayor retencién
de las células LLC en los endotelios linfaticos estimulados, ademas los analisis de
microscopia confocal en secciones de biopsias de linfoadenopatias de pacientes con
LLC mostraron un gran acumulo de células leucémicas en vasos linfaticos, sugiriendo,
por tanto, que el proceso de diapédesis propiamente dicho estd alterado en las células
LLC pero no en su adhesidon en este tipo de endotelios donde parecen quedar
retenidas. De cualquier manera para poder afianzar estos hechos debemos aumentar
un mayor numero de pacientes debido al comportamiento tan heterogéneo de la
enfermedad, ademds de nuevos experimentos que nos permitan afianzar esta

conclusion.

El bloqueo en la TEM (4 horas) en respuesta a CCL19 y CXCI12 a través de
HUVEC-TNF no habia sido observado en estudios previos por nuestro laboratorio
(Trinidad y cols. 2009) como sucedié en HDLEC-TNF, por lo que pensamos que estas
diferencias entre endotelios pudieran darse por las moléculas implicadas en dicho
proceso. El estudio de las moléculas de adhesién en las células HDLEC, revelo que la
respuesta de las células endoteliales linfaticas a condiciones inflamatorias es
semejante a la descrita para los endotelios sanguineos, al menos en lo que se refiere a
la induccién de expresion de ICAM-1. No obstante, la expresién de VCAM-1 es
bastante débil si la comparamos con la de endotelios sanguineos. VCAM-1 juega un
papel critico en la diapédesis de linfocitos a través de vasos sanguineos por lo que su
baja expresion en linfaticos podria representar una caracteristica diferencial entre uno
y otro tipo celular que, o bien, podria afectar a su capacidad para sustentar la TEM o,

en su caso, otras moléculas podrian desempenar ese papel.

De manera interesante en los ensayos TEM a 12 horas para estudiar la
viabilidad se observo una respuesta favorable a los procesos quimiotacticos frente a

CCL19 y CXCL12 tanto en los casos LApos y marcadamente mayor en LAneg sugiriendo
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que la sefial quimiotactica a través de endotelios linfaticas requiera de mas tiempo ya
gue los ensayos TEM a 4 horas no mostraron estos resultados. Ademas comprobamos,
como lo habiamos mencionado que en pacientes con LApos las células LLC tienen mas
dificultad para trans-migrar, mientras que los casos LAneg parecen hacerlo de manera
mas eficaz evitando el acumulo de células leucémicas dentro de los vasos linfaticos.

Por otro lado también pudimos observar que en ambos casos de LA las células
LLC de la fraccién TM adquirian sefiales de supervivencia mientras que en la fraccion
No-TM no se presentaron efectos sugiriendo que los endotelios linfaticos
proporcionan viabilidad a las células LLC cuando atraviesan la monocapa.

Tras observar las diferencias en la TEM a través de HDLEC-TNF entre los casos
LApos y LAneg, pensamos que la expresiéon de membrana de ephinA4 probablemente
juegue un importante papel como lo describimos en la presente tesis doctoral y con
anterioridad a través de endotelios sanguineos (Trinidad y cols. 2009). La expresién de
los miembros de la familia de Eph/ephrin observada en las células endoteliales
linfaticas (HDLEC) manifestdé una gran semejanza a la previamente descrita en
endoteliales sanguineas (Alonso-Colmenar y cols. 2009, Trinidad y cols. 2009). Entre los
miembros encontrados, cabe destacar una expresion considerable de EphA2 y EphB4
por lo que creemos que ephrinA4 expresada en las células LLC pudiera interaccionar
con este receptor en los endotelios linfaticos como lo hace en los endotelios
sanguineos previamente establecido por nuestro laboratorio (Trinidad y cols. 2009) y
comprobado en la presente tesis doctoral en procesos TEM y de supervivencia de las
células LLC. Mientras que para la interaccion con EphB4 la expresion de ephrinB2 como
posible ligando fue encontrada con niveles semejantes de expresiéon en ambos tipos de
condicion LA

En el estudio de las interacciones Eph/Ephrin describimos por primera vez
como el bloqueo de los ligados con las proteinas recombinantes EphA-Fc2 y EphB4-Fc
en las células LLC generaron una mayor viabilidad en las células tras-migradas de los
casos LApos pero no asi en LAneg en respuesta a CXCL12 por tanto el impedimento de
la interaccién célula LLC-Endotelio a través de ephrinA4 y ephrinB2 provee de sefiales
de supervivencia, sugiriendo que las sefiales reverse a través de ephrinA4 y ephrinB2
en las células leucémicas intervienen con la senal a través de CXCR4 aportando una

mayor viabilidad.
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3. Estudio del papel de S1PR1 y su interaccién con Eph/ephrin

Los mecanismos de salida de los linfocitos B desde los GL se centran en el
estudio que involucra al receptor 1 de esfingosina fosfato (S1IPR1) y su respuesta a
S1P, presente en altas concentraciones en sangre y linfa pero bajas en tejidos linfoides
(Yopp y cols. 2004, Schwab y cols. 2005, Lee y cols. 2007), sin embargo en la células LLC
son pocos los estudios que se han centrado en la respuesta a S1IP (Capitani y cols.
2012, Borge y cols. 2014, Sic y cols. 2014, Patrussi y cols. 2015, Till y cols. 2015).

Nuestros resultados corroboraron los resultados previos, que respecto a los
LBP las células LLC muestran niveles bajos de expresion de S1PR1, pero son capaces de
responder a S1P (Capitani y cols. 2012, Borge y cols. 2014, Patrussi y cols. 2015, Till y
cols. 2015), sin embargo observamos que esta respuesta no es directamente
proporcional a los niveles de expresidon del receptor lo que nos hace pensar que
existen otros mecanismos que junto con S1PR1 intervienen en su migracién. Aunque
estudios previos de TEM han descrito una correlacién entre el indice de migracion y la
expresion de S1PR1, esto solo ocurrid con el tratamiento previo de inhibidores de
quinasas (PI3 kinasa) pero no asi en aquellas que no fueron sometidas al tratamiento
(Till y cols. 2015). De cualquier manera tras estudiar la respuesta a S1P a través de
monocapas de endotelio sanguineo (HUVEC) y linfatico (HDLEC) en ensayos de salida
TEM (Basal-Apical), observamos, que las células LLC no responden a través de HUVEC
en ambas condiciones de LA, pero si en HDLEC, magnificando su respuesta en los
casos LAneg y cuando este se estimuld previamente con TNF-a. Estudios realizados de
células LLC en respuesta a S1P no habian sido realizados a través de monocapas, pues
solo uno habia empleado HUVEC (Till y cols. 2015) en las que sefalaban una ligera
respuesta de las células LLC a S1P. Sin embargo a diferencia de nuestro estudio, ellos
realizan la TEM (Apical-Basal) que simula un proceso de extravasacién y no de salida
como en el caso nuestro. Se ha demostrado que la seializacién de S1P en HUVEC
refuerza las uniones adherentes entre célula-célula manteniendo la integridad vascular
del endotelio (Lee y cols. 1998), probablemente esta sea una de las causas de las
diferencias observadas en los ensayos TEM (Apical-Basal) entre HUVEC y HDLEC.
Ademas nuestros estudios muestran por primera vez el efecto en la supervivencia en

ensayos in vitro donde observamos un aumento en las células LLC no-TM vy
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marcadamente mayor en las células TM, en HUVEC y HDLEC tanto en presencia y no de
S1P por tanto podriamos pensar que los endotelios desde la parte basal de la célula
aportan seifales que favorecen la viabilidad de las células LLC.

Tras observar que ambas ephrin, A4 y B2 logran potenciar el efecto en la
migracion en respuesta a S1P, podriamos pensar que las sefales forward generada en
la células LLC a través de Eph, A2 y B4 podrian intervenir con la sefial de S1PR1. Al
realizar los ensayos con endotelios (TEM Basal — Apical) pudimos observar que las
sefales forward y reverse a través de EphA2 y ephrinA4 potencian la respuesta a S1P a
través de HUVEC-TNF pero no por HDLEC-TNF sin embargo cabe destacar que la senal
reverse generada a través de ephrinB2 en las células LLC potencializa la respuesta a
S1P tanto en HUVEC-TNF y a mayor magnitud en HDLEC-TNF. Si bien, estudios han
relacionado que la expresidon de ephrinB2 en el endotelio promueve la migracién de
monocitos a través de EphB2 (Pfaff y cols. 2008), La interaccién ephrinB2-EphB4 no
habia sido relacionada con el trafico linfocitario. Actualmente se han desarrollado
agentes terapéuticos actuando como inhibidores de kinasas como diana terapéutica,
provocando una movilizacidon de las células LLC desde el ganglio linfatico hacia la
sangre periférica, produciéndose una rdpida linfocitosis y disminucién de adenopatias
en este tipo de paciente (Friedberg y cols. 2010, Hoellenriegel y cols. 2011, Advani y
cols. 2013). Por lo tanto podriamos pensar que EphrinB2 podria abrir una nueva via de
estudio en esta sefializacién como diana terapéutica para evitar la acumulacion de
estas células en los GL. Sin embargo estos estudios apenas son una aproximacién

temprana que requiere de un estudio mas profundo.

4. Estudio de la interaccion de S1PR1 con los receptores de quimiocinas CCR7 y
CXCR4 y el papel de las sefiales Eph/ephrin

Tras observar que la respuesta de las células LLC a S1P no estd directamente
relacionada con los niveles de expresién de S1PR1, pensamos que los receptores de
guimiocinas responsables de la infiltraciéon y retencién de las células LLC como CCR7
y/o CXCR4 (Burger y cols. 1999, Till y cols. 2002, Lopez-Giral y cols. 2004) pudieran
jugar un papel de competencia junto con S1PR1 entre la retencidn y la salida del GL
como lo han mencionado algunos autores en el estudio de linfocitos T (Yopp y cols.

2004, Yopp y cols. 2005, Cyster y Schwab 2012), la interaccién entre estos dos tipos de
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receptores GPCR aun no es del todo conocida. De cualquier manera hasta el momento

no existen estudios de este tipo en la LLC.

En el estudio in vitro de simulacion de salida del GL, los estimulos
guimiotdcticos con CCL19 y CXCL12 generaron una mayor respuesta a S1P, por lo tanto
la internalizacion de CXCR4 y a mayor grado CCR7 aunque no son necesarias para que
las células LLC respondan a S1P si magnifican de manera significativa la sefial de S1PR1
en las células leucémicas. Estos resultados coincides en la interaccion entre estos
receptores en ensayos similares realizados en linfocitos T cuando usaban S1P para
estimular y migraban en respuesta a quimiocinas, demostrando la interaccion de
S1PR1 con ambos receptores quimiotacticos, ademas de senalar que linfocitos T
procedentes de diferentes tejidos respondian de manera distinta a la quimiotaxis
previamente estimulados con S1P (Yopp y cols. 2005).

Cuando estudiamos estas condiciones en ensayos TEM a través de endotelios
HUVEC y HDLEC (Basal-Apical) observamos que no son del todo reproducibles con lo
observado en filtros. En el estudio de salida la internalizacion de CCR7 y CXCR4 genera
un bloqueo en la TEM en HUVEC y HDLEC en respuesta a S1P interfiriendo
probablemente con la sefial hacia S1PR1. Esto nos llevé a descubrir que los estimulos
con las quimiocinas generaban una mayor adhesién coincidiendo con una mayor TEM
en ambos tipos de endotelio. Sin embargo tras comparar esta adhesion con la
generada por la respuesta a S1P bajo los estimulos sefialados (no mostrado)
observamos que la adhesion fue menor, por lo tanto podriamos pensar que la
interaccion de CCR7-S1PR1 y CXCR4-S1PR1 generen una repulsién provocando un
defecto en la adhesion de las células LLC, por tanto podemos deducir que la sefial de
S1P generada en el endotelio impide la adhesion de las células LLC y por tanto su TEM.

Aunque estudios previos con linfocitos T sefialaban que estos estimulos se
comportan de manera muy similar a través de filtros y TEM (basal-Apical) difiriendo
solo en la magnitud pero no en los efectos generados (Yopp y cols. 2005) nuestros
resultados con LLC parecen no comportarse de la misma manera, cabe senalar que a
diferencia de ellos nosotros dejamos el estimulo en el pocillo superior mientras que
ellos lo retiraron tras un lavado, por lo tanto probablemente el dejar las quimiocinas

CCL19 y CXCL12 podrian estar provocando sefiales en los endotelios que interfieran
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con la de S1P, a pesar de ello consideramos adecuado no retirarlas pues en
condiciones fisioldgicas las concentraciones de CCL19 y CXCL12 son altas en el tejido
linfoide mientras que la concentracién de S1P estd mas elevada en la sangre periférica

y la linfa. Un resumen de estos hallazgos se explican en la figura 57 A-B.

Condicion de salida del GL
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57. Efectos de la interaccion de S1PR1 con los receptores de quimiocinas CCR7 y CXCR4 en las
condiciones simuladas de salida desde el GL.

A-B) Migracién y TEM a través de filtros y endotelios estimulados con TNF-a. Condiciones de
salida en migracion espontanea (A) y en respuesta a S1P(B). A) La internalizacién de CCR7 vy
CXCR4 provocaron una retencién de las células LLC a través de filtros impidiendo su migracion
pero con endotelios HUVEC y HDLEC el estimulo con CXCL12 provoco una mayor TEM, no asi
CCL19 la cual no genero efecto. B) La internalizacion de CCR7 y CXCR4 intervienen con el receptor
S1PR1 promoviendo una mayor migracion a través de filtros, pero la bloquean con ambos tipos
de endotelio. Los simbolos utilizados se describen en la parte derecha de la imagen.

También en estos resultados demostramos la interaccion entre los receptores
CCR7-S1PR1 y CXCR4-S1PR1, ya que los andlisis por citometria de flujo mostraron un
aumento en la expresién de S1PR1 en las células LLC cuando estas fueron estimuladas
con CCL19 y CXCL12

En este sentido las sefiales de las interacciones EphA2-ephrinA4 y EphB4-
ephrinB2 promueven una mayor migracion en respuesta a S1P a través de filtros tras
la internalizacién de CXCR4 pero no asi con CCR7. De manera interesante nuestros
resultados demuestran el importante papel de las sefializaciones de EphA2-ephrinA4 y

EphB4-ephrinB2 ya que parecen revertir los efectos del bloqueo en la TEM por las
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interacciones SIPR1 con CCR7 y CXCR4 antes descritos en los procesos de salida,
provocando una mayor TEM. Tanto las senales forward vy reverse parecen participar
mas directamente con la sefial de CXCR4 que con CCR7. Sin embargo cabe destacar
claras diferencias entre endotelios HUVEC y HDLEC, sobre todo en su intervencidn con
CXCR4, en HUVEC existe una mayor participacién de la seinal forward en el endotelio a
través de EphA2, mientras que por HDLEC la sefial reverse en las células LLC a través de
ephrinB2 parece ser mayor. Un resumen de estos hallazgos se explican en la figura 58

A-B.

Efectos de Eph/ephrin en condicion simulada de salida del GL
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Figura 58. Esquema representativo de la interaccion de S1PR1 con los receptores de
quimiocinas CCR7 y CXCR4 y los efectos provocados por las sefializaciones de Eph/ephrin
en condiciones simuladas de salida desde el GL.

A-B) Efecto de los estimulos de CCL19, CXCL12 en respuesta a S1P en la migracion (A) y TEM
(Basal-Apical) (B) de las células LLC. A) La internalizacidn de los receptores CCR7 y CXCR4
tras el estimulo con su respectiva quimioquina genera una sefal que intensifica la generada
por S1PR1 por si solo y aumentan la migracién en respuesta a S1P. Las senales de EphA2-
ephrinA4 y EphB4-ephrinB2 intervienen, por un lado promoviendo una mayor migracién al
interactuar con la seial generada por CXCR4 y por otro inhibiendo la sefial generada por
CCR7. B) Efectos de los estimulos de CCL19 y CXCL12 en condiciones de salida a través de
HUVEC y HDLEC. La internalizacién de CCR7 y CXCR4 provocaron un bloqueo en la TEM en
condiciones de salida en respuesta a S1P. En este procesos la seiializacion forward y reverse
a través de Eph/ephrin en ambos endotelios interviene revirtiendo los efectos del bloqueo,
promoviendo una mayor TEM de las células LLC en condiciones de salida con efecto
marcadamente mayor a través de CXCR4.
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Por tanto en conjunto estas resultados mostraron que las sefiales EphA2-
ephrinA4 y EphB4-ephrinB2 junto con la internalizacién de CCR7 y en mayor medida de
CXC4 generan en S1PR1 una ventaja en la respuesta a su ligando en procesos de salida
de las células LLC. Sin embargo, es importe reconocer y sefalar que estas son apenas
unas aproximaciones en las que se debera profundizar mdas para el buen

entendimiento de los mecanismos involucrados.

A pesar de que los estudios de la diseminacion de las células LLC a través de
endotelios linfaticos y los procesos simulados in vitro de salida desde el GL a través de
endotelios linfaticos y sanguineos son preliminares, podemos observar que los
resultados muestran que la fosforilacién provocada por las sefiales de Eph/ephrin
aunque no del todo claras, intervienen de alguna manera en los mecanismos de
interaccion entre esta familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR ) como
CCR7-S1PR1 y CXCR4-S1PR1. Por lo que abre una nueva alternativa de estudio que
pudiera ayudar primero, a entender la biologia de estos mecanismos y segundo la
prevencion de la presencia de linfoadenopatias en pacientes de LLC que pudieran
afectar su calidad de vida e incluso llevarlos a la muerte. Aun queda mucho por hacer
al respecto con experimentos que nos permitan obtener datos mas concretos respecto

a estos mecanismos de interaccion.
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CONCLUSIONES

1. Las células LLC pero no los linfocitos B sanos, pueden sufrir apoptosis a través de los
contactos fisicos con endotelios estimulados con TNF-a durante la migracién trans-
endotelial (TEM) a través de endotelios sanguineos.

2 Células LLC de pacientes con adenopatia (LApos) presentan una mayor supervivencia
durante la TEM mediada por las cadenas de integrinas a4 y al estableciendo una
relacion entre la extravasacion y la supervivencia de las células leucémicas.

3. La expresién de la isoforma de membrana de ephrinA4 en las células LLC
contrarresta las interacciones de integrinas escapando de las sefiales apoptdticas,
mientras que la fraccion soluble de la ephrinA4 unida al endotelio potencializa la
supervivencia de las células LLC en los casos LApos mediante la induccion de la TEM a
través de la ruta trans-celular.

4. La unién de la ephrinA4 soluble al endotelio a través de EphA2, surge como un
mecanismo fundamental que promueve la TEM y la supervivencia en los casos de
LApos en la que ephrinA4 es capaz de inhibir la alta afinidad de estados
conformacionales de las integrinas a través del secuestro fisico en la superficie celular
en lugar de su internalizacion.

5.. Células LLC de pacientes LApos presentan una menor capacidad de trans-migracién
gue los casos LAneg, mientras que ambas condiciones de LA parecen recibir sefiales de
supervivencia después de la diapédesis a través de endotelios linfaticos (HDLEC-TNF-
a).

6. Los estimulos quimiotacticos de CCL19 y CXCL12 junto con las senales
bidireccionales de las Eph/ephrin provocan una mayor expresion de S1PR1 y por
siguiente una mayor trans-migracién (basal-Apical) a través de HUVEC-TNF y HDLEC-
TNF.
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Resumen

Estudio de los mecanismos de diseminacion

en Leucemia Linfatica Crénica: Papel Eph/ephrin

INTRODUCCION

La Leucemia linfocitica/linfatica crénica (LLC) es un sindrome linfoproliferativo
cronico (SLPC) de linfocitos B que expresan el antigeno CD5, propio de linfocitos T.
Afecta a personas de edad avanzada, principalmente entre los 67 y los 72 afios, y mas

frecuentemente en hombres que en mujeres (1,7:1) [1].

Actualmente, la LLC es considerada una enfermedad incurable por lo que se
hace necesario un mejor conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares de
su patobiologia. Pardmetros clinicos descritos por Rai [2] y Binet [3] ayudan a clasificar
la enfermedad. Actualmente se estan investigando nuevos marcadores moleculares
tales como expresion de CD38 [4] y ZAP70 [5, 6], el estado mutacional de los genes que
codifican para la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulinas (IgHV) [4, 7]

y la presencia de deleciones (d13q, d11qy d17p) y trisomia 12 (Tril12) [8].

Un aspecto critico de esta enfermedad es la colonizacién de ganglios linfaticos
(GL) por las células leucémicas (LLC), ya que es responsable del desarrollo de
alteraciones inmunoldgicas que, junto a las hematoldgicas derivadas de la disfuncién
de la médula ésea (MO), tienen lugar en los casos mas graves de la enfermedad [9-12].
Ensayos in vitro de co-cultivos han demostrado que las células endoteliales protegen a
las células LLC de la apoptosis espontanea a través de factores solubles o contactos
fisicos [13]. Por otra parte, en otros estudios se observé que la union de las células LLC
a monocapas de células endoteliales protegia de la apoptosis espontanea a través de
los contactos célula-célula [14], sugiriendo que podrian tener efectos similares in vivo
dentro de los tejidos infiltrados algo que, sin embargo, no estd del todo demostrado

[10, 13-18].

Se ha considerado que la extravasacion de las células LLC en GL podria tener
lugar a través de las HEV de modo similar al proceso descrito para linfocitos en la

condicidon sana si bien este extremo aun no ha sido del todo demostrado. Por otra
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parte, la existencia de algunos trabajos indicando un posible efecto de la migracién
trans-endotelial (TEM) en la supervivencia de diferentes tipos celulares como
granulocitos [19], linfocitos T [20] o precursores de monocitos CD34°'CD14'[21],
sugeria que el contacto fisico de las células LLC con los endotelios durante la
extravasacion podria tener un papel en la supervivencia de estas células contribuyendo
a la infiltracidon de los GL. La capacidad de TEM de las células LLC esta ampliamente
relacionada con la expresiéon de la integrina a4 (CD49d) que junto con alL (CD11a)
contribuyen a una TEM incrementada en pacientes con adenopatias [22-26]. Por otra
parte, la integrina a4 también puede mediar la supervivencia de las células LLC
dependiente de contactos célula-célula dentro del microambiente tumoral [17, 27].
Estas evidencias sugieren ampliamente que la extravasacién dependiente de integrinas
puede estar fuertemente vinculada a una mayor supervivencia, la cual necesita ser

comprobada.

Por otra parte, las interacciones Eph/ephrin podrian regular la TEM de
leucocitos y células cancerigenas [28]. En este sentido, nuestro laboratorio ha
encontrado que las interacciones EphA2/ephrinA4 juegan un papel crucial en los
procesos de migracion trans-endotelial a través de endotelios vasculares en la

leucemia linfocitica crénica [27, 29].

Ensayos TEM han demostrado que las células LLC muestran una capacidad de
TEM menor que los linfocitos B sanos [22-26]. Esto es debido en parte a la
sobreexpresidn de ephrinA4, ligando de los receptores Eph, que se encuentra unido a
la membrana y como isoforma soluble en las células LLC y linfocitos B sanos [30, 31]. La
sefial reverse de la isoforma expresada en membrana inducida por la unién con su
receptor EphA2 en la superficie de la célula endotelial inhibe la adhesiéon mediada por
integrinas de las células LLC al endotelio [26, 32] probablemente afectando la
extravasacion. En contraste, en ensayos in vitro se ha demostrado que la isoforma
soluble mejora la TEM de las LLC cuando se une a la célula endotelial en un mecanismo
poco caracterizado, involucrando el secuestro de EphA2 y reclutamiento de ICAM-1y

VCAM-1 [27]. Un aspecto interesante observado en pacientes con adenopatias es la
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baja expresidon de la isoforma de membrana de ephrinA4 y los niveles aumentados de
la isoforma soluble en suero [31], sugiriendo que esta condicidn es necesaria para

facilitar la diseminacion ganglionar.

Estos pacientes con adenopatias pueden presentar varios GL infiltrados dentro
de la misma cadena ganglionar, lo que podria relacionarse con diseminacién via
circulacion linfatica. Este aspecto, no obstante, no ha sido estudiado dentro de la
patologia de la LLC si bien podria considerarse una ruta alternativa a la sanguinea y
donde, de manera similar a esta ultima, las interacciones Eph/ephrin podrian jugar un

papel primordial [27].

La extravasacion de los linfocitos hacia los tejidos linfaticos esta ampliamente
estudiada, sin embargo los mecanismos de salida desde los mismos no estan del todo
descritos. Este proceso de salida estd principalmente regulado por gradientes de
esfingosina-1-fosfato (S1P) y su unién al receptor 1 de esfingosina-1-fasfato
(S1PR1)[33]. La mayoria de estos estudios han sido realizados en linfocitos T [34, 35],
mientras que son escasos los de linfocitos B y en mucho menor grado dentro de la

patologia de la LLC [36-40].

Estudios en procesos cancerigenos y en células de mieloma multiple han
demostrado que la adhesidon y migracidén de estas células por la actividad en conjunto
de CXCL12 y S1P podria tener importantes consecuencias en la progresién de la
enfermedad [41], mientras que en células LLC el estimulo con CXCL12 inhibe la
migracion en respuesta a S1P [37]. Estudios de histoquimica en linfoadenopatias de
pacientes de LLC comparadas con GL reactivos (sanos), muestran que la expresion de
CXCR4 y CCR7 se mantienen altas, promoviendo un acumulo de estas células en el GL
que junto con la deficiencia en la expresién de S1PR1, podrian generar un desequilibrio

gue promueva la acumulacion en GL y la formacidn de linfoadenopatias [40].

Estos datos en conjunto revelan, que, aunque en los ultimos afios ha habido
grandes avances en el estudio de infiltracidén y salida de los linfocitos hacia y desde el
GL a través de endotelios sanguineos y linfaticos, aun no esta del todo esclarecido el
como interactuan y se modulan estos dos sistemas, sobretodo en la patobiologia de la

LLC. Por tanto, es necesario un mayor conocimiento de estos mecanismos que puedan
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ayudar a evitar la diseminacién ganglionar de la enfermedad y, consiguientemente, su

agravamiento.

OBIJETIVOS
Objetivo general:

Estudiar la patobiologia de los procesos de diseminacion de las células leucémicas en la
leucemia linfocitica crénica a través de endotelios sanguineos y linfaticos y el papel
gue juegan las interacciones de los receptores Eph y sus ligandos ephrin en dicho

proceso.
Objetivos parciales:

1. Estudiar el efecto de la migracién trans-endotelial (TEM) en la supervivencia de las
células LLC durante la extravasacidn, su asociacion con la expresién de integrinas y su

implicacion en el desarrollo de linfoadenopatias.

2. Determinar el significado que para la patobiologia de la enfermedad tiene la
sobreexpresién de ephrinA4 y la presencia de una isoforma soluble, asi como sus
efectos en la supervivencia de las células LLC durante la TEM a través de endotelios

sanguineos.

3. Caracterizar las vias transcelular (TC) y paracelular (PC) de migracién transendotelial
de las células LLC a través de endotelios sanguineos, el papel de Eph/ephrin en los

mismos y su relacidn con la supervivencia/muerte de las LLC en procesos in vivo.

4. Analizar si la ruta linfatica es utilizada por las células LLC para entrada a los ganglios

linfaticos, su relacién con la supervivencia y el posible papel en la diseminacién.
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5. Determinar qué interacciones Eph/ephrin estan principalmente implicadas en la

TEM a través de endotelios linfaticos incluyendo el andlisis de EphA2/ephrinA4.

6. Determinar el papel que juegan las interacciones Eph/ephrin en procesos de salida
de las células LLC de ganglios linfaticos a través de endotelios sanguineos y linfaticos,

asi como su interaccion con S1P/S1PR1, CCL19/CCR7 y CXCL12/CXCRA4.

RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestros resultados muestran un nuevo panorama del papel de la célula
endotelial en la LLC. En el presente trabajo hemos demostrado y de acuerdo con
estudios previos [13, 14, 17, 42-44], que la célula endotelial puede probablemente
proporcionar sefiales de supervivencia a las células leucémicas dentro de los tejidos
infiltrados. Sin embargo, las células LLC, pero no los linfocitos B, pueden sufrir
apoptosis a través de los contactos fisicos con endotelio sanguineo pre-estimulado con
TNF- a (HUVEC-TNF) provocando una disminucién de la supervivencia después de la
migracion trans-endotelial (TEM). Esta supervivencia depende de los contactos fisicos
entre ambos tipos celulares (CLL-endotelio) tras un tiempo prolongado de interaccion.
Ademads efectos en la supervivencia también se dan en gran parte por la liberacién de
factores solubles. En apoyo a esta hipdtesis, demostramos que en cultivos a largo plazo
cuando utilizamos endotelio fijado con paraformaldehido no se observan estos efectos
de supervivencia, mientras que con HUVEC vivas y medio condicionado procedente de
cultivos a largo plazo se protege ampliamente a las células LLC de la apoptosis
espontdnea y de la apoptosis mediada por HUVEC-TNF en los cultivos de 12 horas. Por
el contario, a tiempos mads cortos como en el proceso de extravasaciéon [45] se ve
impedida la capacidad de las células endoteliales de producir estos factores solubles
poniéndose de manifiesto sefiales apoptdticas mediadas por contactos fisicos. Esto es
apoyado por el incremento de la apoptosis en las células LLC de la fraccidon no trans-

migrada (no-TM) que puede posiblemente llevarse a cabo 2 horas después del
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contacto fisico como se ha demostrado en los co-cultivos. Bajo condiciones fisioldgicas
de flujo las células LLC no adheridas podrian probablemente escapar de estas sefiales
apoptoticas iniciales que hemos observamos en estos ensayos bajo condiciones
estaticas de TEM, aunque serian necesarios ensayos TEM bajo condiciones de flujo
para confirmar esta conclusién [26, 46]. Durante la diapédesis las LLC pueden ser
rescatadas de las sefiales apoptoticas recibidas al inicio de la TEM como ocurre en los
casos LApos. Ademas no se puede descartar que las células LLC migradas reciban otras
sefiales de supervivencia una vez dentro del parénquima de los GL, aunque nuestro
estudio en secciones de adenopatia mostraron numerosas células apoptodticas cerca de
las HEV. Estos datos sugieren que un gran numero de células recientemente migradas
mueren sin infiltrar el tejido y especialmente cuando migran a través de HEV carentes
de ephrinA4 como en las observadas en las regiones exteriores de las lifoadenopatias

(LA).

Nuestros resultados demuestran un papel critico de las integrinas CD49d y CD11a en
los procesos de supervivencia/muerte de las células LLC durante la TEM en
consonancia con el rol de estas moléculas en otros aspectos de la enfermedad [26, 47-
49]. Las células LLC de pacientes con linfoadenopatia (LApos) mostraban una mayor
supervivencia durante la TEM en parte debido a expresion de las cadenas de integrinas
a4 and al, relacionando extravasacion y la supervivencia. Un alto nivel de expresion de
CD49d (a4) es indicativo de un peor prondstico en los casos no mutados (IgHV) y CD38"
[50] lo cual se asocia con la presencia de linfoadenopatias [23, 24, 51]. La cadena a4
juega un papel critico en la extravasacién de linfocitos sanos en asociaciéon con B1
mediando la unién a VCAM-1 mientras que alLB2 se adhiere a ICAM-1 durante la
migracion trans-endotelial [47]. Incluso, las células LLC de pacientes sin
linfoadenopatia (LAneg) muestran un defecto de la motilidad y la TEM dependiente de
alB2, que es en parte corregida por la expresion de a4B1l en los pacientes que
presentan adenopatias (LApos) [47, 52]. Esto probablemente explique en los casos
LAneg la falta de capacidad para recibir sefiales de supervivencia durante TEM o
cuando se cultivaron sobre ICAM-1 o VCAM-1, enfatizandose una mayor supervivencia

cuando la expresion de a4 esta incrementada como en los casos LApos. De acuerdo
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con estudios previos en los que se destaca un papel critico de a4 en la supervivencia
de las células LLC mediada por el endotelio [17, 25, 52, 53] hemos demostrado,
ademds, que esto es especialmente relevante en los casos con presencia de
linfoadenopatia. Por el contrario, el hallazgo de las sefales apoptdticas mediadas por
estas y otras integrinas en las células LLC cuando fueron cultivadas sobre diferentes
ligandos de matrices extracelulares (ECM) o que se observaron en los ensayos TEM
fueron completamente inesperados. Por lo tanto encontramos que las integrinas
tienen un efecto dual en la viabilidad celular de las células LLC, intercambiando
respuestas de apoptosis o supervivencia, que ya han sido encontrados en otros tipos
celulares incluyendo células tumorales hematopoyéticas [54-57]. Mecanismos de
apoptosis mediados por integrinas han sido relacionados con adhesiones firmes y
prolongadas [54] o a través de integrinas no adheridas [55]. Su estado de activacién
antes de la unién al ligando proporciona ademas un efecto dual a través del
reclutamiento de caspasas [55] y/o de ERK en lugar de AKt kinasa [56]. En conjunto
estos mecanismos y/o algunos desconocidos pueden contribuir a los resultados de
apoptosis observados cuando se adhieren al endotelio inflamado a través de sus
ligandos ICAM-1 o VCAM-1. En este sentido no se puede excluir, de cualquier manera,
la posible existencia de mecanismos apoptdticos adicionales indirectamente regulados
por la adhesidon de integrinas, incluyendo aquellas mediadas por Fas o TRAIL-Rs, que
son expresados por las células LLC [58](40) y cuyos ligandos han sido descritos bajo

estimulos inflamatorios en la célula endotelial [59, 60].

En la viabilidad dependiente de integrinas en las células LLC, la expresidon en la
superficie celular de ephrinA4 surge como un mediador critico para contrarrestar la
apoptosis en los pasos iniciales de la adhesién, por lo menos observado en los casos
LApos durante la diapédesis. De hecho, nuestros resultados mostraron que la
supervivencia asi como procesos apoptéticos mediados por integrinas son
contrarrestados por la sefial reverse de ephrinA4 expresada en membrana. Las sefales
repulsivas debidas a la expresién de la isoforma de membrana, como previamente
habiamos mostrado [27], junto con el flujo sanguineo, podrian posiblemente contribuir

a desprender las células LLC de los vasos sanguineos evitandoles asi las sefales
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apoptoticas provenientes de la adhesidn. En contraste con esto, en pacientes LApos, la
baja expresion de membrana de ephrinA4 es necesaria para la firme adhesién al
endotelio a través de las integrinas a4 y alL [27, 31] y posteriormente efectuar la
diapédesis. Ademds, demostramos que ephrinA4 es capaz de inhibir estados
conformacionales de alta afinidad de estas integrinas presumiblemente a través del
secuestro fisico en la superficie celular. En apoyo a este mecanismo, ademas
mostramos una mejora en la adhesion de células leucémicas al endotelio en células
LLC con ephrinA4 silenciada. Los ensayos de silenciamiento demostraron que la
ausencia de la senal reverse pero no de ephrinA4 por si misma es necesaria para
continuar con la diapédesis pero no para captar sefales de supervivencia via integrinas
en las muestras LApos. La asociacion inversa entre las moléculas ephrinAd4 y a4
resalta aun mads la posible existencia de mecanismos comunes para regular su

expresion en las células LLC y asegurar la extravasacion.

Posteriormente demostramos que la unidn de la ephrinA4 soluble al endotelio
a través de EphA2 surge como un mecanismo fundamental que promueve la TEM y la
supervivencia en los casos de LApos. El hallazgo de células LLC apoptdticas cerca de
HEV carentes de ephrinA4 dentro de las linfoadenopatias apoyaba, de manera
indirecta, que este proceso posiblemente suceda in vivo. Para confirmarlo, se
realizaron ensayos en ratones a los que se inyectaron células LLC humanas junto con
distintas concentraciones de ephrinA4 soluble enriquecida a partir de suero de
pacientes LApos. En estos ensayos, que permitieron estudiar in vivo la capacidad de
las células LLC para establecerse en el ganglio linfatico o medula dsea [23, 61], se
encontré que ephrinA4 soluble inducia un incremento en el nimero de células LLC
obtenidas de los ganglios asi como de su viabilidad. Finalmente, mostramos que
ephrinA4 soluble podria promover una ruta trans-celular (TC) de TEM en las células LLC
mediante microscopia confocal de co-cultivos tefiidos para VE-Cadherina y caveolina-1
[62]. Estos resultados explicarian hallazgos previos de nuestro laboratorio
relacionando la internalizacion de EphA2 mediada por ephrinA4 soluble en las células
endoteliales junto con ICAM-1 y sefiales de supervivencia [27]. De esta manera, EphA2

podria unir fisicamente caveolin-1 como efectivamente se ha demostrado a nivel
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bioquimico [63]. En conjunto estos datos pueden adicionalmente aportar una nueva
alternativa a la eterna pregunta respecto a la importancia de la ruta TC respecto a la

paracelular (PC) de la TEM [45, 62, 64].

En conjunto todos estos resultados proporcionan nuevos datos en los
mecanismos de supervivencia empleados por la células LLC in vivo, demostrando que
la extravasacion podria representar un evento desfavorable para las células LLC que

podria ser explotado para prevenir la diseminacién ganglionar de la enfermedad.

Por otro lado, en relacidn con el estudio de la diseminacion a través de endotelio
linfatico, utilizando para ello células endoteliales linfaticas de dermis humana (HDLEC),
describimos una amplia expresion de los miembros de la familia Eph/ephrin [27, 31]
destacando una alta expresién de los receptores EphA2 y EphB4. Sobre esta base, la
expresion tanto de ephrinA4 como de ephrinB2 en las propias células LLC ponia de
manifiesto un posible papel de estas interacciones también en la migracién TEM en los
endotelios linfaticos. Los ensayos TEM a través de HDLEC-TNF, en respuesta a CXCL12
mostraron que la sefial reverse a través de ephrinA4 y B2 provocé un aumento en la
viabilidad de las células LLC TM en los casos LApos pero no asi en LAneg, sugiriendo
qgue las senales reverse a través de ephrinA4 y ephrinB2 en las células leucémicas
interfieren con la via de sefializacién a través de CXCR4 proporcionando sefiales de

supervivencia.

El estudio de los mecanismos de salida de los linfocitos desde los GL a través de
vasos sanguineos vy linfaticos se ha centrado en la respuesta a S1P a través de su
receptor 1 de esfingosina 1 fosfato (S1PR1) . S1P se encuentra presente en altas
concentraciones en sangre y linfa pero bajas en tejidos linfoides [65-67]. En las células

LLC son pocos los estudios que se han centrado en este mecanismo [36-40].

A través de citometria de flujo, pudimos comprobar que las células LLC
presentan niveles bajos de la expresiéon de S1PR1 comparadas con linfocitos B. Sin

embargo, las células LLC son capaces de responder a S1P con un aumento en el
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numero de células transmigradas (TM) de acuerdo con estudios previos [36, 37, 39,
40]. También observamos que esta respuesta no es directamente proporcional a los
niveles de expresién del receptor lo que sugeria la existencia de otros mecanismos que
junto con la sefial de S1PR1 intervienen mejorando su migracion. Mediante ensayos
TEM (Basal-Apical) a través de HUVEC-TNF y HDLEC-TNF en respuesta a S1P, simulando
la condicién de salida, evaluamos la respuesta migratoria y los efectos en la
supervivencia de las células LLC. Los indices de migracién mostraron que las células LLC
de ambas condiciones LA, presentan una menor capacidad para la TEM a través de
HUVEC-TNF que HDLEC-TNF, principalmente en los casos LAneg, tras compararlas con
ensayos en ausencia de S1P. En el efecto en la supervivencia observamos un aumento
en la viabilidad de las células LLC no-TM y marcadamente mayor en las células TM, en
ambos endotelios y en presencia y no de S1P. Por tanto, la condicién de salida de las
células LLC, al contrario que la de entrada, representa un mecanismo de supervivencia
para las mismas. En estos mismos ensayos demostramos que las interacciones
Eph/ephrin favorecen la migracién trans-endotelial en la salida de GL. Nuestros
resultados mostraron que la sefial reverse a través de ephrin A4 en la célula LLC
potencia la respuesta a S1P en HUVEC-TNF pero no asi en HDLEC-TNF. De la misma
manera, cuando unimos ephrinA4 soluble a las monocapas endoteliales a través de

EphA2 se produjo un incremento en la migracion.

Curiosamente, la senal reverse a través de ephrinB2 en las células LLC,
magnificaba la TEM en respuesta a S1P en ambos endotelios pero marcadamente
mayor en HDLEC-TNF. La interaccidon ephrinB2-EphB4 no habia sido relacionada con la
migracion trans-endotelial de células LLC ni en la condicién sana en el caso de
linfocitos. Por lo tanto podriamos pensar que ephrinB2 podria abrir una nueva via de
estudio en esta sefializacion como diana terapéutica para evitar la acumulacién de

estas células en los GL que requiere de un estudio mas profundo.

Seguidamente estudiamos el papel de los receptores de quimiocinas como
CCR7 y/o CXCR4 responsables de la infiltracién y retencidn de las células LLC en el GL
[26, 68, 69] en la migracion mediada por S1PR1, considerando tanto la retencién como
la salida del GL como habia sido sugerido en el estudio de linfocitos T [34, 66, 70]. En

ausencia de monocapas endoteliales, pudimos observar que los estimulos
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quimiotdcticos con CCL19 y CXCL12 potenciaban la migracion en respuesta a S1P, por
tanto pudimos demostrar que las sefiales en las células LLC de CXCR4 y a mayor grado
de CCR7, aunque no son necesarias para que las células LLC respondan a S1P si
magnifican de manera significativa la migracion mediada por S1PR1. En presencia de
monocapas de endoteliales, los ensayos TEM en condiciones de salida (migracion
Basal-Apical) observamos un menor indice de migracién cuando lo comparamos con la
ausencia de estimulos (CCL19 y CXCL12), contrario a lo observado en filtros. En
conjunto nuestros resultados con células LLC difieren a estudios previos realizados con
linfocitos T en los que sefialaban que estos estimulos se comportan de manera muy
similar a través de filtros y TEM (basal-Apical) difiriendo solo en la magnitud pero no
en los efectos generados [34]. Sin embargo lo que si pudimos demostrar es una
interaccion entre los receptores CCR7-S1PR1 y CXCR4-S1PR1, ya que los analisis por
citometria de flujo mostraron un aumento en la expresién de S1PR1 en las células LLC

cuando estas fueron estimuladas con CCL19 y CXCL12.

Los presentes resultados también demuestran que en ensayos de migracion a
través de filtros, las sefiales reverse en las células LLC a través de ephrinA4 y B2 y la
union de ephrinA4 y B2 al endotelio a través de EphA2 y EphB4 promueven una mayor
migracion en respuesta a S1P, cuando las células LLC se estimulaban con CXCL12 pero
no asi con CCL19. En los ensayos TEM (Basal-Apical) pudimos demostrar que estas
sefiales promueven la TEM a través de ambos endotelios y ambos estimulos
quimiotacticos. Por tanto, estas sefiales parecen revertir los efectos del bloqueo en la
TEM observado anteriormente por las interacciones SIPR1 con CCR7 y CXCR4. En
conjunto estos resultados mostraron que las sefales EphA2-ephrinA4 y EphB4-
ephrinB2 junto con la internalizacion de CCR7 y en mayor medida de CXC4 generan en
S1PR1 una ventaja en la respuesta a su ligando en procesos de TEM (Basal-Apical) de

las células LLC.

A pesar de que estos ultimos resultados son preliminares, nuestros resultados
muestran que las sefiales de Eph/ephrin, aunque no del todo claras, intervienen en los
mecanismos de interaccion entre esta familia de receptores acoplados a proteinas G

(GPCR) como CCR7-S1PR1 y CXCR4-S1PR1. Por lo que abre una nueva alternativa de

167



Resumen

estudio que pudiera ayudar primero, a entender la biologia de estos mecanismos y

segundo la prevencion de la presencia de linfoadenopatias en pacientes de LLC.

CONCLUSIONES

1. Las células LLC, pero no los linfocitos B sanos, pueden sufrir apoptosis a través de los
contactos fisicos con endotelios estimulados con TNF-a durante la migracién trans-

endotelial (TEM) a través de endotelios sanguineos.

2 Células LLC de pacientes con adenopatia (LApos) presentan una mayor supervivencia
durante la TEM mediada por las cadenas de integrinas a4 y al estableciendo una

relacion entre la extravasacion y la supervivencia de las células leucémicas.

3. La expresion de la isoforma de membrana de ephrinA4 en las células LLC
contrarresta las interacciones de integrinas escapando de las sefiales apoptdticas,
mientras que la fraccidon soluble de la ephrinA4 unida al endotelio potencializa la
supervivencia de las células LLC en los casos LApos mediante la induccion de la TEM a

través de la ruta trans-celular.

4. La unién de la ephrinA4 soluble al endotelio a través de EphA2, surge como un
mecanismo fundamental que promueve la TEM y la supervivencia en los casos de
LApos en la que ephrinA4 es capaz de inhibir la alta afinidad de estados
conformacionales de las integrinas a través del secuestro fisico en la superficie celular

en lugar de su internalizacion.

5.. Células LLC de pacientes LApos presentan una menor capacidad de trans-migracion

que los casos LAneg, mientras que ambas condiciones de LA parecen recibir sefiales de
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supervivencia después de la diapédesis a través de endotelios linfaticos (HDLEC-TNF-

o).

6.

Los estimulos quimiotacticos de CCL19 y CXCL12 junto con las sefales

bidireccionales de las Eph/ephrin provocan una mayor expresion de S1PR1 y por

siguiente una mayor trans-migracién (basal-Apical) a través de HUVEC-TNF y HDLEC-

TNF.

BIBLIOGRAFIA

10.

Hallek, M., Chronic lymphocytic leukemia: 2015 Update on diagnosis, risk stratification,
and treatment. Am J Hematol, 2015. 90(5): p. 446-60.

Rai, K.R., et al., Clinical staging of chronic lymphocytic leukemia. Blood, 1975. 46(2): p.
219-34.

Binet, J.L., et al., A new prognostic classification of chronic lymphocytic leukemia
derived from a multivariate survival analysis. Cancer, 1981. 48(1): p. 198-206.

Damle, R.N., et al., Ig V gene mutation status and CD38 expression as novel prognostic
indicators in chronic lymphocytic leukemia. Blood, 1999. 94(6): p. 1840-1847.

Crespo, M., et al., ZAP-70 expression as a surrogate for immunoglobulin-variable-
region mutations in chronic lymphocytic leukemia. New England Journal of Medicine,
2003. 348(18): p. 1764-1775.

Wiestner, A., et al., ZAP-70 expression identifies a chronic lymphocytic leukemia
subtype with unmutated immunoglobulin genes, inferior clinical outcome, and distinct
gene expression profile. Blood, 2003. 101(12): p. 4944-51.

Hamblin, T.J., et al., Unmutated Ig V(H) genes are associated with a more aggressive
form of chronic lymphocytic leukemia. Blood, 1999. 94(6): p. 1848-54.

Dohner, H., et al., Chromosome aberrations in B-cell chronic lymphocytic leukemia:
reassessment based on molecular cytogenetic analysis. ] Mol Med (Berl), 1999. 77(2):
p. 266-81.

D'Arena, G., et al., Biological and clinical heterogeneity of B-cell chronic lymphocytic
leukemia. Leuk Lymphoma, 2003. 44(2): p. 223-8.

Ghia, P., N. Chiorazzi, and K. Stamatopoulos, Microenvironmental influences in chronic
lymphocytic leukaemia: the role of antigen stimulation. J Intern Med, 2008. 264(6): p.
549-62.

169



Resumen

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

170

Hamblin, T., Chronic lymphocytic leukaemia: one disease or two? Ann Hematol, 2002.
81(6): p. 299-303.

Keating, M.).,, et al.,, Biology and treatment of chronic lymphocytic leukemia.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program, 2003: p. 153-75.

Buggins, A.G., et al., Interaction with vascular endothelium enhances survival in
primary chronic lymphocytic leukemia cells via NF-kappaB activation and de novo gene
transcription. Cancer Res, 2010. 70(19): p. 7523-33.

Badoux, X., et al., Cross-talk between chronic lymphocytic leukemia cells and bone
marrow endothelial cells: role of signal transducer and activator of transcription 3.
Hum Pathol, 2011. 42(12): p. 1989-2000.

Burger, J.A., Targeting the microenvironment in chronic lymphocytic leukemia is
changing the therapeutic landscape. Curr Opin Oncol, 2012. 24(6): p. 643-9.

Long, B.W.,, et al., Apoptosis and interleukin 7 gene expression in chronic B-lymphocytic
leukemia cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 1995. 92(5): p. 1416-20.

Maffei, R., et al., Physical contact with endothelial cells through beta(1)- and beta(2)-
integrins rescues chronic lymphocytic leukemia cells from spontaneous and drug-
induced apoptosis and induces a peculiar gene expression profile in leukemic cells.
Haematologica-the Hematology Journal, 2012. 97(6): p. 952-960.

Moreno, A, et al., Interleukin-6 dimers produced by endothelial cells inhibit apoptosis
of B-chronic lymphocytic leukemia cells. Blood, 2001. 97(1): p. 242-9.

McGettrick, H.M., et al., Chemokine- and adhesion-dependent survival of neutrophils
after transmigration through cytokine-stimulated endothelium. J Leukoc Biol, 2006.
79(4): p. 779-88.

Borthwick, N.J., et al., Transendothelial migration confers a survival advantage to
activated T lymphocytes: role of LFA-1/ICAM-1 interactions. Clin Exp Immunol, 2003.
134(2): p. 246-52.

Ferrero, E., et al., Transendothelial migration leads to protection from starvation-
induced apoptosis in CD34+CD14+ circulating precursors: evidence for PECAM-1
involvement through Akt/PKB activation. Blood, 2003. 101(1): p. 186-93.

Miyasaka, M. and T. Tanaka, Lymphocyte trafficking across high endothelial venules:
dogmas and enigmas. Nat Rev Immunol, 2004. 4(5): p. 360-70.

Hartmann, T.N., et al., Circulating B-cell chronic lymphocytic leukemia cells display
impaired migration to lymph nodes and bone marrow. Cancer Res, 2009. 69(7): p.
3121-30.

Till, K.J., et al., CLL, but not normal, B cells are dependent on autocrine VEGF and
alphadbetal integrin for chemokine-induced motility on and through endothelium.
Blood, 2005. 105(12): p. 4813-9.

Zucchetto, A., et al., CD38/CD31, the CCL3 and CCL4 chemokines, and CD49d/vascular
cell adhesion molecule-1 are interchained by sequential events sustaining chronic
lymphocytic leukemia cell survival. Cancer Res, 2009. 69(9): p. 4001-9.



Resumen

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Till, K.J., et al., The chemokine receptor CCR7 and alpha4 integrin are important for
migration of chronic lymphocytic leukemia cells into lymph nodes. Blood, 2002. 99(8):
p.2977-84.

Trinidad, E.M., et al., An impaired transendothelial migration potential of chronic
lymphocytic leukemia (CLL) cells can be linked to ephrin-A4 expression. Blood, 2009.
114(24): p. 5081-90.

Hordijk, P.L., Recent insights into endothelial control of leukocyte extravasation.
Cellular and Molecular Life Sciences, 2016. 73(8): p. 1591-1608.

Alonso, C.L., et al., Expression profile of Eph receptors and ephrin ligands in healthy
human B lymphocytes and chronic lymphocytic leukemia B-cells. Leuk Res, 2009. 33(3):
p. 395-406.

Aasheim, H.C., et al., A splice variant of human ephrin-A4 encodes a soluble molecule
that is secreted by activated human B lymphocytes. Blood, 2000. 95(1): p. 221-30.

Alonso-Colmenar, L.M., et al., Expression profile of Eph receptors and ephrin ligands in
healthy human B lymphocytes and chronic lymphocytic leukemia B-cells. Leuk Res,
2009. 33(3): p. 395-406.

Trinidad, E.M., A.G. Zapata, and L.M. Alonso-Colmenar, Eph-ephrin bidirectional
signaling comes into the context of lymphocyte transendothelial migration. Cell Adh
Migr, 2010. 4(3): p. 363-7.

Matloubian, M., et al., Lymphocyte egress from thymus and peripheral lymphoid
organs is dependent on S1P receptor 1. Nature, 2004. 427(6972): p. 355-360.

Yopp, A.C., et al., Sphingosine 1-phosphate receptors regulate chemokine-driven
transendothelial migration of lymph node but not splenic T cells. Journal of
Immunology, 2005. 175(5): p. 2913-2924.

Ledgerwood, L.G., et al., The sphingosine 1-phosphate receptor 1 causes tissue
retention by inhibiting the entry of peripheral tissue T lymphocytes into afferent
lymphatics. Nature Immunology, 2008. 9(1): p. 42-53.

Capitani, N., et al., S1P1 expression is controlled by the pro-oxidant activity of p66Shc
and is impaired in B-CLL patients with unfavorable prognosis. Blood, 2012. 120(22): p.
4391-4399.

Borge, M., et al., The Expression of Sphingosine-1 Phosphate Receptor-1 in Chronic
Lymphocytic Leukemia Cells Is Impaired by Tumor Microenvironmental Signals and
Enhanced by Piceatannol and R406. Journal of Immunology, 2014. 193(6): p. 3165-
3174.

Sic, H., et al., Sphingosine-1-phosphate receptors control B-cell migration through
signaling components associated with primary immunodeficiencies, chronic
lymphocytic leukemia, and multiple sclerosis. Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 2014. 134(2): p. 420-+.

Till, KJ., A.R. Pettitt, and J.R. Slupsky, Expression of Functional Sphingosine-1
Phosphate Receptor-1 Is Reduced by B Cell Receptor Signaling and Increased by
Inhibition of PI3 Kinase delta but Not SYK or BTK in Chronic Lymphocytic Leukemia Cells.
Journal of Immunology, 2015. 194(5): p. 2439-2446.

171



Resumen

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

172

Patrussi, L., et al., Enhanced Chemokine Receptor Recycling and Impaired S1P1
Expression Promote Leukemic Cell Infiltration of Lymph Nodes in Chronic Lymphocytic
Leukemia. Cancer Res, 2015. 75(19): p. 4153-63.

Garcia-Bernal, D., et al.,, Sphingosine-1-phosphate activates chemokine-promoted
myeloma cell adhesion and migration involving alphadbetal integrin function. J Pathol,
2013.229(1): p. 36-48.

Carman, C.V. and T.A. Springer, A transmigratory cup in leukocyte diapedesis both
through individual vascular endothelial cells and between them. J Cell Biol, 2004.
167(2): p. 377-88.

Millan, J., et al., Lymphocyte transcellular migration occurs through recruitment of
endothelial ICAM-1 to caveola- and F-actin-rich domains. Nat Cell Biol, 2006. 8(2): p.
113-23.

Muller, W.A., Mechanisms of transendothelial migration of leukocytes. Circ Res, 2009.
105(3): p. 223-30.

Schnoor, M., et al., Crossing the Vascular Wall: Common and Unique Mechanisms
Exploited by Different Leukocyte Subsets during Extravasation. Mediators Inflamm,
2015. 2015: p. 9465009.

Mionnet, C., et al.,, High endothelial venules as traffic control points maintaining
lymphocyte population homeostasis in lymph nodes. Blood, 2011. 118(23): p. 6115-22.

Burger, J.A., The CLL cell microenvironment. Adv Exp Med Biol, 2013. 792: p. 25-45.

Plate, J.M., B.W. Long, and S.B. Kelkar, Role of beta2 integrins in the prevention of
apoptosis induction in chronic lymphocytic leukemia B cells. Leukemia, 2000. 14(1): p.
34-9.

Lagneaux, L., et al., Adhesion to bone marrow stroma inhibits apoptosis of chronic
lymphocytic leukemia cells. Leuk Lymphoma, 1999. 35(5-6): p. 445-53.

Walsby, E., et al.,, Development and characterization of a physiologically relevant
model of lymphocyte migration in chronic lymphocytic leukemia. Blood, 2014. 123(23):
p. 3607-17.

Slattery, M.J. and C. Dong, Neutrophils influence melanoma adhesion and migration
under flow conditions. Int J Cancer, 2003. 106(5): p. 713-22.

Till, K.J., et al., Cell motility in chronic lymphocytic leukemia: defective Rapl and
alphalbeta?2 activation by chemokine. Cancer Res, 2008. 68(20): p. 8429-36.

Vincent, A.M., J.C. Cawley, and J. Burthem, Integrin function in chronic lymphocytic
leukemia. Blood, 1996. 87(11): p. 4780-8.

Eksioglu-Demiralp, E., et al., Variable expression of CD49d antigen in B cell chronic
lymphocytic leukemia is related to disease stages. Leukemia, 1996. 10(8): p. 1331-9.

Gattei, V., et al., Relevance of CD49d protein expression as overall survival and
progressive disease prognosticator in chronic lymphocytic leukemia. Blood, 2008.
111(2): p. 865-73.



Resumen

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Fiorcari, S., et al., The PI3-kinase delta inhibitor idelalisib (GS-1101) targets integrin-
mediated adhesion of chronic lymphocytic leukemia (CLL) cell to endothelial and
marrow stromal cells. PLoS One, 2014. 8(12): p. e83830.

Lagneaux, L., et al., Chronic lymphocytic leukemic B cells but not normal B cells are
rescued from apoptosis by contact with normal bone marrow stromal cells. Blood,
1998. 91(7): p. 2387-96.

Saito, Y., et al., Apoptotic death of hematopoietic tumor cells through potentiated and
sustained adhesion to fibronectin via VLA-4. ) Biol Chem, 2009. 285(10): p. 7006-15.

Stupack, D.G., et al., Apoptosis of adherent cells by recruitment of caspase-8 to
unligated integrins. J Cell Biol, 2001. 155(3): p. 459-70.

Whitlock, B.B., et al., Differential roles for alpha(M)beta(2) integrin clustering or
activation in the control of apoptosis via regulation of akt and ERK survival
mechanisms. ) Cell Biol, 2000. 151(6): p. 1305-20.

Stupack, D.G., Integrins as a distinct subtype of dependence receptors. Cell Death
Differ, 2005. 12(8): p. 1021-30.

Davids, M.S. and J.A. Burger, Cell Trafficking in Chronic Lymphocytic Leukemia. Open J
Hematol, 2012. 3(S1).

Martinez-Moreno, M., et al., In vivo adhesion of malignant B cells to bone marrow
microvasculature is regulated by alphadbetal cytoplasmic-binding proteins. Leukemia,
2015.

Vihanto, M.M., et al., Caveolin-1 is required for signaling and membrane targeting of
EphB1 receptor tyrosine kinase. J Cell Sci, 2006. 119(Pt 11): p. 2299-309.

Lee, Y.M.,, et al., A novel method to quantify sphingosine 1-phosphate by immobilized
metal affinity chromatography (IMAC). Prostaglandins Other Lipid Mediat, 2007. 84(3-
4): p. 154-62.

Yopp, A.C,, et al., FTY720-Enhanced T cell homing is dependent on CCR2, CCR5, CCR7,
and CXCR4: Evidence for distinct chemokine compartments. Journal of Immunology,
2004. 173(2): p. 855-865.

Schwab, S.R., et al.,, Lymphocyte sequestration through S1P lyase inhibition and
disruption of S1P gradients. Science, 2005. 309(5741): p. 1735-1739.

Burger, J.A., M. Burger, and T.J. Kipps, Chronic lymphocytic leukemia B cells express
functional CXCR4 chemokine receptors that mediate spontaneous migration beneath
bone marrow stromal cells. Blood, 1999. 94(11): p. 3658-3667.

Lopez-Giral, S., et al., Chemokine receptors that mediate B cell homing to secondary
lymphoid tissues are highly expressed in B cell chronic lymphocytic leukemia and non-
Hodgkin lymphomas with widespread nodular dissemination. ) Leukoc Biol, 2004.
76(2): p. 462-71.

Cyster, J.G. and S.R. Schwab, Sphingosine-1-Phosphate and Lymphocyte Egress from
Lymphoid Organs. Annual Review of Immunology, Vol 30, 2012. 30: p. 69-94.

173












Summary

Study of the mechanisms of dissemination in chronic lymphocytic leukemia and the
role of Eph/ephrin interactions.

INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a chronic lymphoproliferative syndrome
(SLPC) of CD5" B lymphocytes. It commonly affects elderly persons with an average of
diagnosis ranging from 67 to 72 years and is more common in men than in women
(1.7: 1) although the proportion of young patients seems to be increasing [1]

The CLL has a very heterogeneous clinical course, from individuals who live with
the disease for years without requiring treatment to others with a more aggressive
clinical course requiring early treatment. Disease stage is mainly based on clinic and
pathological characteristics as defined previously by Rai et al. (year) [2] and Binet et al.
(year) . Currently other prognostic factors are used to define the risk of the disease
including cellular markers such as CD38 [4] and ZAP70 [5, 6] expression, and genetic
variants of the immunoglobulin heavy chain (IgHV) [4, 7] and common cytogenetic
aberrations such as deletions in some chromosome regions (d13q, d11q and d7p) or
trisomy 12 (Tri12) [8].

Compelling evidence supports that CLL cells survival within the tumor
microenvironment is highly dependent on extrinsic signals provided by non-leukemic
cell types [9, 10]. In vitro studies support that endothelial cells could protect CLL cells
in vivo either through soluble factors and/or direct physical contacts [9-15].
Consequently, endothelial cells could play a similar role during extravasation a fact
that, to our knowledge, has not been previously addressed in this disease. Indeed, it
has been suggested that transendothelial migration (TEM) could improve survival of
non-leukemia cell types including granulocytes [16], T Ilymphocytes [17] or
CD34+CD14+ monocyte precursors [18] indicating that the extravasation through
inflamed vascular vessels or the specialized high endothelial venules (HEV) in lymphoid
tissues [19] could affect the survival outcome of CLL cells.

The TEM capacity of CLL cells seems to be dependent on a4 (CD49d) integrin
expression which together with al integrin (CD11a), contributes to the development of
lymphadenopathies [20-22]. Interestingly, CD49d can also mediate the contact

dependent survival of CLL cells within tumor microenvironment [14, 23] and might be
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associated with inferior prognosis groups including the unmutated (UM) IgHV or CD38
tumor expressing cases. All together strongly suggest that integrin dependent
extravasation may be further linked to a survival advantage, however more evidence it
is needed to demonstrate this affirmation.

Several Eph/ephrin interactions have been described in different types of
endothelium within different types of leukocytes, in which some Eph/ephrin isoforms
have been implicated in the endothelial activation, TEM of leukocytes and cancer cells
[24]. CLL cells show a reduced TEM compared to normal B cells under static or flow in
vitro TEM conditions [20, 22, 25] and also in vivo model in mice [20].

We previously showed that this reduced TEM can be in part linked to
overexpression of ephrinA4, a GPI-membrane-linked ligand of the Eph receptor family
of tyrosine kinases which is found as a membrane bound and a soluble isoforms in CLL
and normal B cells [26, 27]. We also found that reverse signaling through the cell
surface expressed isoform of ephrin-A4 inhibits integrin mediated adhesions of CLL
cells to endothelium through binding to EphA2 receptor on the surface of endothelial
cells [25, 28] likely impairing extravasation. By contrast, the soluble isoform enhances
TEM of CLL cells in vitro when bound to endothelial cells through EphA2. This process
can be coupled to enhanced diapedesis through sequestration and internalization of
ICAM-1 and VCAM-1 [25] rather than through increased vascular permeability of the
altered endothelial junctions found after ephrinAl treatment [29]. Moreover patients
having lymphadenopathy show increased serum levels of ephrinA4 in addition to
decreased expression of ephrinA4 on the surface of CLL cells [27]. These findings
identify the soluble isoform as the mechanism contributing likely to nodal
dissemination of CLL cells, although this needs physiological confirmation in vivo [30-
32].

Patients with lymphadenopathy may have several lymph nodes infiltrated by
the CLL cells which could likely be due to their dissemination through the lymph
circulation, an aspect that, to our knowledge, has not been previously studied. On this
basis and together with impaired TEM through HEV, it is believed that lymphatic
endothelium could play a major role in the nodal dissemination of these leukemic cells,
a process that could be orchestrated by Eph/ephrin interactions as previously

described by us for blood vessels [28].

178



Summary

Another important aspect that might contribute to the development of
lymphadenopathies it is the lymph node exit capacity of CLL cells. Normal lymphocytes
egress from lymphoid tissues is in response to sphingosin-1-phosphate (S1P) levels and
its binding to S1PR1 receptor [33]. However, most data come from studies with T
lymphocytes [34, 35] whereas mechanisms involving B lymphocyte have been less
studied and to a lesser extent within the CLL pathology [36-40]. A reduced number of
studies indicate that reduced S1PR1 expression in CLL cells could result in their
retention within lymph nodes based on in vitro assays [36, 37] but a definitive proof is
still lacking.

Chemokines such as CCL19 and CXCL12 and their receptors CCR7 and CXCR4
has been involved in the extravasation of CLL cells into lymph nodes [41, 42] while S1P
and its S1PR1 receptor could be required for their egress from lymph nodes [36].
Studies in carcinogenic processes and in multiple myeloma cells have shown that the
adhesion and migration of these cells by the combined activity of CXCL12 and S1P
could have important consequences on disease progression [43], whereas in CLL cells
the stimulus with CXCL12 inhibits migration in response to S1P [37]. Histochemistry
studies on lymphadenopathy of CLL patients compared to reactive (healthy) lymph
nodes show that the expression of CXCR4 and CCR7 remain high, promoting an
accumulation of these cells in the lymph nodes that together with the deficiency in the
expression of S1PR1, generate an imbalance that leads to the formation of
lymphadenopathy [40]. However, how these two receptor systems are regulated for
the entry and exit of CLL cells to and from lymph nodes has not been described.

Inhibitors of kinases, mainly targeting the BCR signaling, have been developed
recently as therapeutic agents. These drugs cause a mobilization of the CLL cells from
the lymph node to the peripheral blood, resulting in rapid lymphocytosis and reduced
lymph node enlargement [39, 42, 44-46]. Therefore, we hypothesized that the Eph
receptors members of the tyrosine kinase family could intervene in the signal of S1P
and consequently provoke a mobilization in the cells of CLL from the lymph nodes. In
addition, there are studies that have focused on the therapeutic development of novel
drugs targeting Eph/ephrin interactions [47] which has gained increasing interest in

several aspects of cancer biology including metastasis.
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OBJECTIVES

General objective:

To study the transendothelial migration capacity of CLL cells from blood into lymphatic
endothelium and the role of Eph/ephrin interactions in this process as possible

mechanisms regulating lymph node seeding and/or enlargement.

Partial objectives:
1. To study the role of endothelium in the viability of CLL cells during trans-endothelial
migration (TEM), its association with integrin expression and its involvement in the

development of lymphadenopathy.

2. To determine the significance of overexpression of ephrinA4 and the presence of a
soluble isoform in the pathobiology of CLL in the TEM related survival through blood

endothelium.

3. To determine whether transcellular and paracellular TEM pathways of CLL cells

through blood endothelia can be linked to their survival.

4. To analyze whether the lymphatic pathway is used by CLL cells for extravasation into

the lymph nodes, their relationship to survival and the possible role in dissemination.

5. To determine which Eph/ephrin interactions are primarily involved in TEM through

lymphatic endothelium.

6. To analyze the role of blood and lymphatic endothelia in the egress of CLL cells from
lymph nodes and the role of Eph/ephrin interactions in this process related to

S1P/S1PR1, CCL19/CCR7 and CXCL12/CXCR4.

RESULTS AND DISCUSSION
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Our present results shed new light on the role of endothelial cells in CLL. In accordance
with previous studies [3, 4, 6, 29-31] we demonstrate that endothelial cells can
provide pro-survival signals to the leukemia cells within infiltrated tissues which are
largely mediated by the release of pro-survival soluble factors. We show that CLL cells,
but not normal B cells, can suffer apoptosis via endothelium when they are stimulated
with tumor necrosis factor alpha (TNF-a) resulting in impaired survival after
transendothelial migration (TEM). We observed that the increase in the spontaneous
apoptosis in suspension culture was only evidenced after 12 hours resulting in
decreased viability and not due to any soluble factors released from the endothelium.
The viability of CLL cells in the TEM assays was even more decreased in the two TEM
fractions and, especially, in the transmigrated cells (TM) compared to the control
suspension cultures, indicating that a direct contact with endothelium was involved in
these effects. This fact was not observed in normal B cells, suggesting that the pro-
apoptotic effect in the endothelium was specific to CLL cells. It would be interesting to
confirm our results under flow conditions in a model recently used by other authors
[13, 32] or through adapting flow conditions to transwells [33]. All together, support
that CLL cells receive apoptotic signals during TEM. Further in, we found a significant
association with the development of lymphadenopathy (LA) and to a lower extent with
some genetic defects in ZAP-70 rather than IGVH mutational status or CD38
expression. Samples having lymphadenopathy (LApos) showed a better survival
outcome than those lacking it (LAneg) suggesting a possible association with the TEM
capacity and integrin expressions.

Indeed, we found that CLL cells of patients with LA have a survival advantage during
TEM mediated by a4 and al integrin chains. Since a4 integrin expression in LApos
cases have been correlated with enhanced TEM capacity [12—-14] we investigated its
possible association with TEM survival outcome.

We found that the cell surface expression of a4 and ol integrins and their
corresponding B chains were lower in CLL cells compare to normal B cells, and
significantly increased in LApos respect to LAneg cases together with enhanced TEM
rate. To confirm this, we blocked a4 or al interactions in separate TEM assays with
recombinant forms of Vascular cell adhesion protein 1 (rhVCAM-1) or Intercellular
Adhesion Molecule 1 (rhICAM-1) endothelial ligands, respectively. LApos cases showed
a strong reduction in the TEM rate after blocking the two integrin interactions
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compared to LAneg samples, confirming that both integrin chains play a critical role in
TEM of LApos cases.

A dual effects of integrins on cell survival (i.e. interchanging apoptosis or survival
outcomes) have been found in other cell types including hematopoietic tumor cells
[40—43]. This can be related to potentiated and sustained adhesion [40], through un-
ligated integrins [41] , due to their activation state prior to ligation recruiting caspases
[41] and/or ERK rather than Akt kinase [42]. These data showed that the integrin
adhesions responsible of the enhanced TEM of CLL cells are also critically involved in
the survival outcome.

In this study, we show that Integrin dependent survival outcomes are counteracted by
EphrinA4 reverse signaling. EphrinA4 expression was significantly higher in LAneg than
LApos samples while no significant differences were found according to ZAP-70, IGVH
or CD38 parameters confirming its association with the LA condition of patients in
agreement with our previous studies [16, 18]. EphrinA4 expression and TEM survival
followed an inverse correlation in both, LA clinical groups contrasting with that
observed for integrins. Accordingly, expression of ephrinA4 and CD49d followed an
opposite pattern. EphA2Fc treatments of CLL cells resulted in ephrinA4 reverse
signaling modulating integrin affinity [16]. These authors showed most of the effects
onto integrin ligands, including the prosurvival ones observed in LApos cases onto
either of the two endothelial ligands rhICAM-1 or rhVCAM-1. They also found that
EphA2Fc induced a significant increase in the number of non-adhered CLL cells
recovered from the adhesion assays. Indeed, we demonstrated that EphA2Fc

treatment strongly inactivated VLA4 in the CLL cells even when they were artificially

activated through addition of Mn2*+ to culture medium. Altogether, these data
supported that ephrinA4 signaling inhibits integrin affinities for their ligands and

produces an increase in the apoptotic/survival signals.

Next, we study of role of ephrinA4 reverse signaling in TEM assays. We observed that
the absence of ephrinA4 reverse signaling dramatically improves the survival of TM CLL
cells from LApos cases. For TEM assays CLL, cells were preincubated with saturating
amounts of the EphA2Fc recombinant molecules, in accordance with the inhibition of

integrin adhesions. We found a significantly increase in the viability of non- TM and TM
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cells in all samples and, more importantly, also in the survival outcome of TM cells
relative to basal levels in suspension cultures but not relative to the non-TM ones of
LApos cases. Altogether, these data supported that ephrinA4 reverse signaling during

diapedesis might inhibit integrin prosurvival signals into the CLL cells of LApos cases.

We also blocked ephrinA4 signaling in TEM assays through siRNA mediated knock-
down. In terms of viability, ephrinA4 knock-down led to a marked decrease in the
viability of non-TM cells in both LA clinical groups compared to siRNA neg nucleofected
or untreated cells which was compatible with the increased adhesion and, hence,
occurrence of pro apoptotic signals at initial steps of TEM. In contrast, the viability of
TM cells was dramatically improved in the LApos but not the LAneg cases compared to
untreated samples and, more importantly, to their corresponding non-TM cells
.Together with the preceding integrin blocking or EphA2Fc TEM assays these results
support that switching-off ephrinA4 reverse signaling during diapedesis represents a

survival advantage for the CLL cells of LApos cases.

We found that soluble ephrinA4 binding to endothelium strongly potentiates survival
advantage of CLL LApos cases. We confirmed higher levels of soluble ephrinA4 in the
serum from lymphadenopathy patients compared to than in those lacking it,
consistent with our previous study [18]. It is known that soluble ephrinA4 enhances
extravasation of CLL cells after binding to EphA2 receptor on the surface of endothelial
cells [16]. Therefore we pre incubated the TNF- HUVEC monolayer with saturating
amounts of soluble recombinant human ephrinA4 (ephrinA4Fc) as previously described
[18]. This resulted in an increased TEM rate of LApos but not of the LAneg cases. The
viability of non- TM and TM cells of LApos samples was dramatically improved along
with an enhancement in the survival outcome of TM cells compared to untreated
control TEM assays, confirming the pro survival role of soluble ephrinA4 during TEM of
LApos CLL cells. Next, immunofluorescence microscopy analysis with the transwell
fillters showed that many CLL cells inside of HUVEC were distinctly located within
caveolin-1 endothelial vacuoles and surrounded by ICAM-1 staining suggesting a TC
route of TEM. Caveolin-1 mediated TC TEM is coupled to ICAM-1 and VCAM-1

transcytosis [26] similarly to what we have observed in the case of ephrinA4 mediated
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internalization of EphA2 [16]. Moreover, EphA2 can physically interact with caveolin-1
at a biochemical level [45]. Image based counting of CLL cells at VE-Cadherin junctions
(1um) stained within caveolin-1 during TEM assays revealed an increased frequency of
the later, under ephrinAdFc treatments together with an enhanced TC pathway
through the endothelial cell body. These data confirmed that soluble ephrinA4Fc does
not induce a TEM of CLL cells through disassembling interendothelial junctions but
rather through endothelial cells themselves likely through a TC route of TEM. Together
these data may shed new light on the long-lasting question about the significance of a

TC versus a PC route of TEM [26, 27, 46].

A possible correlation between apoptosis and in vivo extravasation was indirectly
investigated by immunofluorescence microscopy analysis of human CLL
lymphadenopathies and in vivo assays in mice. We found that ephrinA4 can be
detected in the HEV of CLL lymphadenopathies and enhances the viability of CLL cells
infiltrating the lymph node in adoptively transferred mice. We confirmed an
accumulation of apoptotic cells within 200 um areas under the capsule in the three LA
samples studied. Apoptotic cells were closer to HEV in outer than inner regions
indirectly suggesting an association with extravasation. Indeed, we found that the
number of apoptotic nuclei within £ 20 um around the HEV and this was markedly
higher in the outer than the inner LA areas suggesting that they could represent
recently extravasated CLL cells. Besides, ephrinA4 staining was found not only in the
infiltrating CLL cells but also within the endothelial cells of HEV bound to EphA2.
Quantification of ephrinA4 staining bound to EphA2 in HEV in outer and inner regions
revealed a significant higher frequency in the former thus following a completely
opposed distribution to that observed for apoptotic cells. Altogether these data
support a possible in vivo pro survival role of soluble ephrinA4 related to the
extravasation of CLL cells into lymphadenopathies. Balb/c mice represent a good
animal model to study in vivo lymph node or bone marrow seeding capacity of human
CLL cells [12, 44]. Soluble ephrinA4 purified from patients sera led to an increase in the
proportion and viability of the human CLL cells recovered from the lymph nodes of
mice that were inoculated with LApos samples in a concentration-dependent manner.

Using TEM assays, we compared TEM of CLL cells in blood (HUVEC) vs lymphatic

184



Summary

(HDLEC) endothelial monolayers. The results showed in all analyzed samples a higher
migration index through HDLEC compared to HUVEC, probably due to the expression
of ICAM-1 and VCAM-1.

TEM assays at 4 hours in response to chemokines through HDLEC CLL cells but not
lymphocytes can be retained in inflamed lymphatic endothelia by blocking trans-
migration in response to CCL19 and CXCL12, probably due to increased adhesion in
LApos cases, but not so in LAneg. Confocal microscopy analyzes on lymphadenopathy
biopsy sections of CLL patients showed a large accumulation of leukemic cells within
lymphatic vessels, thus suggesting that the diapedesis process is altered in CLL cells but
not adhesion itself in this type of endothelium. However, in order to consolidate these
facts, we must increase the number of patients in addition to perform new
experiments that will allow us to consolidate this conclusion. Interestingly in TEM
assays at 12 hours to study viability, a favorable response to the CCL19 and CXCL12
was observed in both the LApos and markedly greater cases in LAneg suggesting that
the chemotactic signal through lymphatic endothelium requires longer time since the
TEM assays at 4 hours did not show these results. On the other hand, we could also
observe that LA CLL cells of TM fraction acquired survival signals whereas in No-TM
fraction no effects appeared, suggesting that lymphatic endothelia provide viability to

CLL cells during extravasation.

We found in lymphatic HDLEC a wide expression of Eph/ephrin family members like
blood endothelial cells [28, 73] highlighting a high expression of EphA2 and EphB4.
Therefore, ephrinA4 and ephrinB2 ligands expressed in CLL cells could interact with
their receptor in lymphatic endothelia similar to what we showed with ephrinA4 in
blood endothelium [28].

In the study of Eph/Ephrin interactions, we first described how the blockade of those
ligated with the recombinant EphA-Fc2 and EphB4-Fc proteins in CLL cells generated
an increased viability in the transmigrated cells of the LApos but not in LAneg in
response to CXCL12. Therefore the blockade of the interaction of CLL-endothelial cell
through ephrinA4 and ephrinB2 provides survival signals, suggesting that the reverse

signals through ephrinA4 and ephrinB2 in the leukemic cells intervene via CXCR4
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signaling providing viability.

Our results corroborate previous findings that showed that CLL cells had lower levels of
S1PR1 expression compare to normal B lymphocytes and were able to respond to S1P
[80, 81, 83, 84]. However, we found that this response is not directly proportional to
the levels of the receptor expression, raising the possibility that there are other
mechanisms that together with S1PR1 intervene in their migration. After studying the
response to S1P through HUVEC and HDLEC monolayers in TEM (Basal-Apical), we
observed that CLL cells did not respond through HUVEC in both LA conditions while
magnifying its response in LAneg cases through TNF stimulated HDLEC. Our studies
show, for the first time, an effect in vitro on CLL cells survival by demonstrating an
increase in non-TM CLL cells and even higher in TM cells in HDLEC, both with and
withouth S1P, indicating that egress through either type of endothelium provide
survival signals to the CLL cells.

We thought that chemokine receptors responsible for infiltration and retention of CLL
cells such as CCR7 and / or CXCR4 [ 126] could play a competitive role, together with
S1PR1, between retention and lymph node egress as mentioned by some authors in
the study of T lymphocytes [78, 99, 100]. Indeed, lymph node egress, through
chemotactic stimuli with CCL19 and CXCL12 and with an enhanced response to S1P.
However, when we study these conditions in TEM assays through HUVEC and HDLEC
(Basal-Apical), the internalization of CCR7 and CXCR4 caused a block in TEM through
both endothelial types in response to S1P. Although previous studies with T
lymphocytes indicated that these stimuli behave very similarly through filters and TEM
(basal-apical), and differing only in magnitude but not in the effects generated [78]. IN
our hands, it doesn’t seem to behave in the same way.

Interestingly, our results demonstrate the important role of EphA2-ephrinA4 and
EphB4-ephrinB2 signaling as they seem to reverse the effects of TEM blockade by
S1PR1 interactions with CCR7 and CXCR4 but showing clear differences between

HUVEC and HDLEC endothelium.

Although studies of the dissemination of CLL cells through lymphatic endothelia and in

vitro simulated processes of egress from the lymph node through lymphatic and blood
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endothelium are preliminary, we can conclude that Eph/ephrin interactions might play
a key role in the mechanism sof interaction between this family of G protein-coupled
receptors (GPCR) such as CCR7-S1PR1, and CXCR4-S1PR1.

Although more research needs to be done in this field, the results showed here open a
new alternative way to study the biology of these mechanisms to prevent the presence
of lymphadenopathy in patients with CLL and to a final extent improving the quality of

life of these patients.

CONCLUSIONS

In conclusion our results show a role of endothelial cells in the survival of CLL cells
during extravasation. Concretely, CLL cells but not normal B cells can receive apoptotic
signals through physical contact with TNF-a activated endothelium impairing survival
in TEM assays. In addition, the CLL cells of patients with lymphadenopathy (LApos)
show a survival advantage during TEM that can be linked to an increased expression of
a4 and al integrin chains. Within this context, ephrinA4 expressed on the surface of
CLL cells sequestrates integrins and inactivates them resulting in reduced adhesion and
inhibition of apoptotic/survival signals through them. In agreement, ephrinA4 silencing
resulted in increased survival of CLL cells of LApos patients but not in LA neg patients.
Similarly we observed that when a soluble ephrinA4 isoform was added to TEM assays
in the serum of LApos patients, it contributed to CLL cells dissemination and survival in
vivo. In supporting this, CLL lymphadenopathies showed a preferential accumulation of
apoptotic CLL cells around high endothelial venules lacking ephrinA4. Moreover,
soluble ephrinA4 isolated from sera of patients increased the number and viability of
CLL cells recovered from the lymph nodes of adoptively transferred mice. We present
evidence suggesting that soluble ephrinA4 mediated survival during TEM and this
could enhance a transcellular TEM route of the CLL cells. Together these findings point
to an important role of ephrinA4 in the nodal dissemination of CLL cells governing
extravasation and survival.

We conclude that CLL cells might have a higher migration index through lymphatic
compared to blood endothelium. Nonetheless, CLL cells migration through lymphatics
was reduced compared to healthy B lymphocytes. Also, CLL cells appear to be retained

in the lymphatic endothelium of the lymph nodes of patients with lymphadenopathy.
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While CLL cells from LApos patients have a lower trans-migration ability than LAneg

cases, both LA conditions appear to receive survival signals after diapedesis via

lymphatic endothelia (HDLEC-TNF-a). Also, HDLEC have a large expression of

Eph/ephrin family members specially EphA2 and EphB4. The chemotactic stimuli of

CCL19 and CXCL12 along with the bidirectional signals of the Eph/ephrin increase

expression of S1PR1 followed by an improved trans-migration (basal-Apical) through

HUVEC-TNF and HDLEC-TNF during lymph node exit.
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Tabla 1: Datos clinicos y moleculares de los pacientes. Para el estudio del apartado 1 de resultados

Integrin chain®

B2 od B1

1 F 74 bajo | no M neg neg - - - + 15.90 11.95 32.0 25.00 21.93
6

2 M 69 bajo no M neg pos - - - - 30.90 7.37 22.9 9.53 45.00
1

3 F 91 int si um neg pos - - - - 20.20 1332 | 67.8 63.80 55.24
4

4 M 59 int si M neg pos - - - - 7.70 13.20 57.4 24.28 50.74
5

5 M 78 alto no M pos neg + - - - 17.80 17.46 30.4 26.00 15.36
4

6 M 73 alto si M pos pos - + - - 10.70 7.84 23.8 89.00 55.00
5

7 F 69 alto si M pos neg n.d. n.d. n.d. n.d. 6.30 7.60 14.4 52.00 45.00
5

8 F 69 bajo no uMm neg neg + - - - 36.47 9.92 13.6 19.60 7.58
9

9 F 78 int si M neg neg - - - - 10.25 8.73 29.2 63.56 35.00
3

10 F 73 int si M neg pos + - - - 7.83 42.12 655 56.78 59.23
6

11 F 65 alto si uMm pos neg + + - - 6.44 5.89 13.5 54.00 33.62
6

12 M 76 int si um pos neg + - - - 10.99 10.54 198 45.00 53.71
1

13 F 71 int si M pos neg - - - + 12.62 35.48 | 56.6 16.53 69.67
8

14 F 58 alto si M neg neg n.d. n.d. n.d. n.d. 10.46 10.85 21.0 78.00 63.00
7

15 M 69 int si UM pos n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 9.63 51.00 | 54.0 56.00 25.00
0

16 F 63 int si M neg n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 11.25 20.00 23.0 98.00 65.00
0

17 M 79 int no um neg neg - - - + 56.25 32.00 | 25.0 12.00 27.00
0

18 F 62 int si M neg n.d. - - - - 6.98 8.00 68.0 34.00 32.00
0

19 F 85 int si M pos neg - - - + 4.69 6.00 66.0 65.25 45.00
0

20 F 77 int si um pos neg + - - - 26.53 24.00 52.0 65.00 56.00
0

21 F 88 bajo | no M pos neg + + + - 14.35 15.00 36.0 15.00 65.00
0

22 F 72 bajo  no uMm pos neg + - + - 62.25 7.00 35.0 15.00 53.00
0

23 M 75 bajo | no uMm pos neg + - - - 70.00 18.00 15.0 18.00 21.00
0

24 F 83 alto si uMm neg neg - - - - 18.69 33.00 84.0 70.00 45.00
0

25 F 58 bajo | no M pos pos - + - - 68.00 26.00 | 29.0 33.00 56.00
0

26 F 66 bajo  no um pos neg + - + - 25.25 35.00 33.0 35.00 25.00
0

27 M 73 bajo | no M pos neg + - - - 36.25 12.00 | 38.0 39.00 21.00
0

28 M 73 int si M pos neg - - - - 14.56 54.00 61.0 66.00 68.00
0

29 M 68 bajo | no umMm pos pos + - - - 11.25 9.00 15.0 52.00 23.00
0

30 M 85 int si um pos pos + - + - 11.25 36.00 12.0 63.00 33.00

a. Secuencias con una homologia germinal > 98% fueron consideradas como No Mutadas (UM). b ¥ ¢ Determinadas
por citometria de flujo, Positivo = ZAP-70 > 25% células tefiidas; CD38 > 35% células tefiidas. d y ¢ Determinada
por citometria de flujo datos en intensidad media de fluorescencia (MFI) 195
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Tabla 2. Datos clinicos de los pacientes de LLC. Para el estudio del apartado 2 y 3 de resultados

CASO a b a TRI Ephrin
ﬁ BINET| RV | ZAPTO €38 dHa 4 m
. No
i I A POS NEG SI NO NO NO 6.03

LLC1 S Mutado 10.64
LLC 2 No O A Mutado NEG POS Sl Sl NO NO 9.24 6.4
LLC3 No O A No POS Indeterminado S| NO SI NO 1048 6.69
Mutado
LLC4 No O A Mutado POS POS NO NO SI NO 11.71 7.1
LLC5 Si A Mutado Indeterminado NEG NO NO NO NO 9.27 5.25
LLC 6 Si | A Mutado NEG NEG NO NO NO NO n.d. n.d.
LLC 7 No I A Mutado NEG POS NO NO NO Sl 9.12 7.53
LLC 8 Si v C Mutado NEG POS NO Sl NO NO 9.76 6.26
LLC9 Si A n.d NEG POS NO NO NO NO 6.2 4.64
LLC10 SI v C n.d POS NEG NO Sl NO Sl 7.78 3.57
LLC11 Si v B n.d. n.d. n.d. Sl NO NO NO 9.82 6.53
LLC12 Si | A n.d. NEG POS SI Sl NO NO 9.64 6.58
LLC13 No I A Mutado POS NEG SI NO NO NO 8.68 6.65
LLC14 No O A No POS POS Sl NO NO Sl 9.63 5.84
Mutado
LLC15 No O A No Indeterminado POS Sl NO NO NO 11.99 6.6
Mutado

a. Secuencias con una homologia germinal = 98% fueron consideradas como No Mutadas (UM). b y c Determinadas
por citometria de flujo, Positivo = ZAP-70 > 25% células tefiidas; CD38 > 35% células tefiidas. d y ¢ Determinada
por citometria de flujo datos en intensidad media de fluorescencia (MFI)
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1. Tampones para RT-PCR

e 40 mM Tris-Acetato (Panreac)

e 1,142 mL de Acido Acético Glacial 99,5% (Panreac)
e 1 mM EDTA (pH = 8,0; MECRK)

e Diluido en H20 Milli-Q

Tampon de carga
e 20 mL de H20 destilada
e 20 mL de Glicerol (Sigma -Aldrich)
e 0,1 gde Azul de Bromofenol (Sigma -Aldrich)
e 0,1 gde Naranja de Acridina (Sigma -Aldrich)
e 0,1 g de Cianol Xileno (Sigma -Aldrich)

2. Tampon Salino Fosfato

PBS 1X
e 8,4 mM Na2HPO4 (Panreac)
e 2,6 mM NaH2PO4 (Panreac)
e 150 mM NaCl (Panreac)
e Diluido en H20 Milli-Q
e pH=72-7.4

PBS-EDTA
e 5mM EDTA (pH = 8,0; MECRK)
e Diluido en PBS 1X

PBS-EDTA-TRIPSINA
e Trispsina (Sigma -Aldrich) 5 veces diluida en PBS - EDTA

PBS-FACS

2,5 mM EDTA (pH = 8,0; MECRK)
0,1% de BSA (Sigma -Aldrich)
0,01% de acida (Panreac)
Diluido en 500 mL de PBS 1X

PBS-EDTA-FBS
e 2% Suer bovino Fetal (FBS; gibco)
e Diluido en PBS-EDTA
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PBS-BSA (0,1% de BSA) para inmuno-fluorescencias
e 0,1% peso/volumen de BSA (Sigma -Aldrich)
e Diluido en PBS 1X

3. Tampan para tincion con Anexina

Tampon -Anexina
e 10 mM HEPES (pH =7,4; Sigma -Aldrich)
e 140 mM NacCl (Panreac)
e 2,5mM CaCl2 (Panreac)
e Diluido en H20 Milli-Q

4. Medios de cultivo

Medio Completo
e RPMI 1640 (Sigma -Aldrich)
10% FBS suero bovino fetal (gibco)
1 mM L-Glutamina (Sigma -Aldrich)
100 pg/mL Estreptomicina (Sigma - Aldrich)
100 U/mL Penicilina (Sigma -Aldrich)

Medio Completo BSA

RPMI 1640 (Sigma -Aldrich)

1% BSA (Sigma-Aldrich A7030)

1 mM L-Glutamina (Sigma -Aldrich)

100 pg/mL Estreptomicina (Sigma - Aldrich)
100 U/mL Penicilina (Sigma -Aldrich)

Medio Experimental

RPMI 1640 (Sigma -Aldrich)

2% suero bovino fetal (FBS; gibco)

1 mM L-Glutamina (Sigma -Aldrich)

100 pg/mL Estreptomicina (Sigma -Aldrich)
100 U/mL Penicilina (Sigma -Aldrich

RPMI-FBS
e 10% FBS suero bovino fetal (gibco)
e Diludo en RPMI 1640 (Sigma -Aldrich)
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Tabla 1. Anticuerpos purificados para aislamientos.
Todos los anticuerpos son de isotipo IgG, estan desarrollados en ratén contra humano.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL CLON

CD19- biotinado Immunostep A3-B1
CD2 BD Biosciences RPA-2.10
CD3 BD Biosciences ALTOT3a
CD13 BD Biosciences WM15
CcD14 BD Biosciences M5E2
CD56 BD Biosciences B159

Tabla 2. Anticuerpos no modificados o conjugados directamente a fluorocromo .
Todos los anticuerpos son de isotipo IgG, estan desarrollados en ratdn contra humano

ANTICUERPO CASA COMERCIAL FLUOROCROMO CLON

CD19 Immunostep FITC A3-B1

CD5 BD Biosciences PE-CY5 UCHT2

CD54 (ICAM-1) Biolegend FITC HA58
CD106 (VCAM-1) BD Biosciences APC 51-10C9
S1PR1 R&D Systems Purificado 218713
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Tabla 3. Anticuerpos Eph/ephrin no modificados.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL CLON ISOTIPO

EphAl R&D Systems Policlonal IgG de cabra
EphA3 Santa Cruz Policlonal IgG de conejo
Biotechnology
EphA8-b R&D Systems Policlonal IgG de cabra
EphrinA3 AbCam Policlonal IgG de conejo
EphrinA4-b R&D Systems Policlonal IgG de cabra
EphB1 R&D Systems Policlonal IgG de raton
EphB3 R&D Systems Policlonal IgG de cabra
EphB6 R&D Systems Policlonal IgG de raton
EphrinB1-b R&D Systems Policlonal IgG de cabra
EphrinB2-b R&D Systems Policlonal IgG de cabra

Tabla 4. Anticuerpos Eph/ephrin directamente unidos a fluorocromo.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL FLUOROCROMO CLON

EphA2 Santa Cruz Ka-5H5
Biotechnology
EphA4 Santa Cruz PE Policlonal
Biotechnology
EphB2 R&D Systems Alexa Fluor® 512012
488
EphB4 R&D Systems PE 395810
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Tabla 5. Anticuerpos empleados para e inmunofluorescencias.

CASA
ANTICUERPO | FLUOROCROMO ISOTIPO
COMERCIAL
CD54 FITC Biolegend HA58 Mouse IgG
(ICAM-1)
CD106 APC BD Biosciences 51-10C9 Mouse IgG
(VCAM-1)
CD31 Alexa Fluor®  BD Biosciences M89D3 Mouse IgG
488/647
EphA2 Purificado R&D Systems Policlonal IgG de cabra
EphrinA4 Purificado R&D Systems Policlonal IgG de cabra
VE-cadherina Purificado Santa Cruz F-8 IgG de raton
Biotechnology
Caveolina-1 Purificado Santa Cruz Policlonal IgG de
Biotechnology conejo
LYVE-1 Purificado Santa Cruz Policlonal IgG de
Biotechnology conejo
PNAd Biotinado Biolegend MECA-79 IgM de rata
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Tabla 1. Proteinas recombinantes y quimiocinas.

PROTEINA RECOMBINANTE CASA COMERCIAL

rh EphA2 R&D Systems
rh EphB4 R&D Systems
rh ephrinA4 R&D Systems
rh ephrinB2 R&D Systems
rh ICAM-1 R&D Systems
rh VCAM-1 R&D Systems
S1pP Santa Cruz Biotechnology

CCL19 PEPROTECH
CXCL12 PEPROTECH
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Summary

Tabla 1. Cebadores para EphA.
La localizacién cromosémica para cada una de las moléculas a amplificar se detalla de
cada una de ellas.

Product Product
Molécul o

Extremo .
a Secuencia Cebadores

Cebador ADNg

EphA1l 5 GCCACCATCTGTACCTGTGA 20 659 357
7q34 3 CTGACACTCCATTTTGGGCT 20
EphA2 5 GAACAACTGAAGCCCCTGAA 20 402 290
1p36 3 ATGATGTTGTGGTGGCTGAA 20
EphA3 5 CCAGCAACATGGATTGTCAG 20 909 1150
3pl1l.2 3 CAAACTGTCGAGGGAGGAAG 20
EphA4 5 TGACGCATCCTGCATTAAGA 20 9242 516
2q36.1 3 ATAGGAATCTTGCCACCCCT 20
EphA5 5 ATCCCAATCAAGCTGTCCAC 20 14411 345
4q13.1 3 GTGAACTGCCCATCGTTTTT 20
EphA7 5 GACCAAGAAGGCGATGAAGA 20 6404 399
6ql6.1 3 TGCATCTAGGGCTCCATTTT 20
EphAS8 5 TCCCAGAGCCCCAGTTCTAT 20 475 276
1p36.12 3 ATGTTGGGATGGTCGAATTG 20
EphAS8 5 TGCCACTGTGACCTCAGCTA 20 2845 610
1p36.12 3 ACACTAGCCTGCCTCTGAGC 20
EphA10 5 CCAAGTGTGCCCTGACTACCTGTC 24 990 219
1p34.3 3 GTTCAGCCAAAGAGATGCCTAGGCTCAC 28
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Tabla 2. Cebadores para EphB.
La localizacién cromosdmica para cada una de las moléculas a amplificar se detalla de
cada una de ellas.

Producto Producto
Molécula Extrem Ne de
o Secuencia Cebadores ADNg ADNc
. bases
diana Cebador
(bp) (bp)
EphB1 5 CTTAACATCATTCGCCTGGA 20 66544 1072
3q21-g23 3’ GAGAAATGGAGATTGCCTGC 20
EphB2 5 TACAGAGCAGACCTGGACCC 20 1974 290
1p36.1- 3’ GAAGGTGTACTGGGTGTGGG 20
p35
EphB3 5 TGAGTTCATGGAAAACTGCG 20 707 240
3q21-qter 3’ GTAGGATCGGAGGGGTCATC 20
EphB4 5 GAGAGCTGTGTGGCAATCAA 20 5363 214
7q22 3’ GAACTGTCCGTCGTTTAGCC 20
EphB6 5’ GATTGAGGAGGTCATTGGGA 20 2514 1022
7q33-q35 3’ GTTGCTGAAGGAGCTGGATG 20
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Summary

Tabla 3. Cebadores para EPHRINA. La localizacion cromosémica para cada una de las
moléculas a amplificar se detalla de cada una de ellas.

Producto Producto
Molécula

Ext Ned
XOremo Secuencia Cebadores € ADNg ADNc

Cebador bases

ephrinA1 5 ACCCAGACCCATAGGAGACC 20 6300 828
1q21-q22 3 ATACTGACCCGTTTTGAGGC 20
ephrinA2 5 CTACATCTCTGCCACGCCTC 20 - 300
19p13.3 3 GCGTCTCTATTTGGTCTCGG 20
ephrinA3 5 ATCTGGATATTTACTGCCCGC 21 1407 544
1q21-q22 3 CTAGGAGGCCAAGAACGTCA 20
ephrinA4 5 GGAACTCCAGTAACCCCAGG 20 5123 362/528
1q21-q22 3 ATCTTGGGAGGACTCTGGCT 20
ephrinA5 5 CTTCTCGCTCTCCTACCCCT 20 289543 872
5q21 3 TAATGTCAAAAGCATCGCCA 20

Tabla 4. Cebadores para EPHRINB. La localizacion cromosdmica para cada una de las
moléculas a amplificar se detalla de cada una de ellas.

Producto | Producto

Molécul
Ext
a XHTEmo Secuencia Cebadores ADNg ADNCc
Cebador
(bp) (bp)
ephrinB 5’ GGAGAAGAGCGACACCGAAG 20 11048 1213
1Xq12
3 CGGGCACTCAGACCTTGTAG 20
ephrinB 5 CATGGCTGTGAGAAGGGACT 20 41981 1059
213933
3 AGGCATCGGGACATTAGGTG 20
ephrinB 5 CCTTTTGCTGAATTGATCCCT 21 - 1385
317p13.
1 3 ATTAAACTGGAGGAGCACCC 20
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Tabla 5. Cebadores para siRNA.
(Stealth Select siRNAs duplexes Invitrogen, Thermofisher)

sl Cebadore Extremo .
Secuencia Cebadores
diana S Cebador

ephrinA4 Pareja 1 5’ CCC UGC CCU UUG GCC AUG UUC AAU U 25
3’ AAU UGA ACA UGG CCA AAG GGC AGG G 25
Pareja2 5’ CCA GAG AGU UCU GGC CAG UGC UUG A 25
3 UCA AGC ACU GGC CAG AAC UCU CUG G 25
Pareja 3 5 GGU GCC AAU UCA GAC CGA CAAGAU G 25
3 CAU CUU GUC GGU CUG AAU UGG CAC C 25
EphA2 Pareja 1 5 GCA AGG AAG UGG UAC UGC UGG ACU U 25
3’ AAG UCC AGC AGU ACC ACUu UCCUuG C 25
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ABSTRACT

A role of endothelial cells in the survival of CLL cells during extravasation
is presently unknown. Herein we show that CLL cells but not normal B cells can
receive apoptotic signals through physical contact with TNF-a activated endothelium
impairing survival in transendothelial migration (TEM) assays. In addition, the
CLL cells of patients having lymphadenopathy (LApos) show a survival advantage
during TEM that can be linked to increased expression of «4 and «L integrin chains.
Within this context, ephrinA4 expressed on the surface of CLL cells sequestrates
integrins and inactivates them resulting in reduced adhesion and inhibition of
apoptotic/survival signals through them. In agreement, ephrinA4 silencing resulted
in increased survival of CLL cells of LApos patients but not LA neg patients. Similarly
was observed when a soluble ephrinA4 isoform was added to TEM assays strongly
suggesting that accumulation of this isoform in the serum of LApos patients
could contribute to CLL cells dissemination and survival in vivo. In supporting,
CLL lymphadenopathies showed a preferential accumulation of apoptotic CLL cells
around high endothelial venules lacking ephrinA4. Moreover, soluble ephrinA4
isolated from sera of patients increased the number and viability of CLL cells
recovered from the lymph nodes of adoptively transferred mice. Finally, we present
evidence suggesting that soluble ephrinA4 mediated survival during TEM could
enhance a transcellular TEM route of the CLL cells. Together these findings point
to an important role of ephrinA4 in the nodal dissemination of CLL cells governing
extravasation and survival.

INTRODUCTION previously addressed. It has been emphasized a major
effect of transendothelial migration (TEM) in the survival
Compelling evidence supports that CLL cell survival of non-leukemia cell types including granulocytes [8], T
within the tumor microenvironment is highly dependent lymphocytes [9] or CD34+CD14+ monocyte precursors
on extrinsic signals provided by non-leukemic cell types [10]. In agreement, the extravasation through inflamed
[1, 2]. Endothelial cells can protect CLL cells from vascular vessels or the specialized high endothelial venules
spontaneous apoptosis in vitro through soluble factors and/ (HEV) in lymphoid tissues [11] could affect the survival
or direct physical contacts [1-7]. Both findings suggest outcome of CLL cells.
that endothelial cells could play a similar role during In CLL cells, the TEM -capacity is strongly
extravasation an issue that, to our knowledge, has not been dependent on 04 (CD49d) expression which together with
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aL integrin (CD11a) contributes to enhance it in patients
having lymphadenopathy [12-14]. CD49d can also
mediate contact dependent survival of CLL cells within
tumor microenvironment [6, 15] associating with inferior
prognosis groups including unmutated (UM) IgHV or
CD38 expressing cases. Together these lines of evidence
strongly suggest that integrin dependent extravasation
may be further linked to a survival advantage that needs,
however, a definitive demonstration.

Moreover, CLL cells show a reduced TEM
compared to that of normal B cells as demonstrated under
static or flow in vitro TEM conditions [12, 14, 16] and
in an adoptively transferred mice in vivo model [12]. We
showed that this can be in part linked to overexpression
of ephrinA4, a GPI-membrane-linked ligand of the Eph
receptor family of tyrosine kinases which is found as
a membrane bound and a soluble isoforms in CLL and
normal B cells [17, 18]. Reverse signaling through the
cell surface expressed isoform inhibits integrin mediated
adhesions of CLL cells to endothelium through binding
to EphA2 receptor on the surface of endothelial cells [16,
19] likely impairing extravasation. By contrast, the soluble
isoform enhances TEM of CLL cells in vitro when bound
by endothelial cells through EphA2. This process could
be coupled to enhanced diapedesis through sequestration
and internalization of ICAM-1 and VCAM-1 [16] rather
than through increased vascular permeability of the altered
endothelial junctions found after ephrinAl treatment
[20]. Moreover patients having lymphadenopathy
show increased serum levels of ephrinA4 in addition
to decreased expression of ephrinA4 on the surface
of CLL cells [18]. Together these findings pointed to
soluble isoform as a likely mechanism contributing to
nodal dissemination of CLL cells which needed further
confirmation in a more physiological in vivo setting
[21-23]. Herein we present for the first time in vitro and
in vivo evidence suggesting that the major role of two
ephrin A4 isoforms in CLL could be related with a non-
previously described mechanism of survival linked to
extravasation strongly dependent on integrin signaling.

RESULTS

CLL cells, but not normal B cells, can suffer
apoptosis through physical contact with TNF-a
activated endothelium resulting in impaired
survival after transendothelial migration (TEM)

The possible impact of extravasation in the survival
of CLL cells was analyzed in the widely accepted [24]
transendothelial migration (TEM) assays. HUVEC
monolayers grown onto the filters were preactivated
for 4 hour with TNF-o and then extensively washed in
fresh culture medium before addition of the CLL cells
onto them. The percentage of apoptotic (Annexin-V P
7AAD ™¢) and viable cells (Annexin-V ™ 7TAAD ™)

were measured by flow cytometry in the transmigrated
(TM) and the non-transmigrated (non-TM) fractions after
4 or 12 hours. Values were compared to basal levels in
control suspension cultures done in the bottom chambers
of separate wells having or not a TNFo pretreated
HUVEC monolayer onto the filter. A clear increase in
the spontaneous apoptosis in control suspension cultures
was only evidenced after 12 hours (Supplementary
Figure S2) resulting in decreased viability irrespectively
of the presence of a TNF-HUVEC monolayer on top of
the filter (Figure 1A-i) discarding any effect of soluble
factors from endothelium. The viability of CLL cells in
the TEM assays was even more decreased in the two TEM
fractions and, especially, in the TM cells compared to
basal levels in the control suspension cultures in bottom
chambers (Figure 1A-i) indicating that direct contact
with endothelium was involved in these effects. Normal
B cells suffered no significant changes in viability or an
increased one in some samples (Figure 1A-ii) suggesting
a proapoptotic effect of endothelium specifically in the
CLL cells. Importantly, CLL cells transmigrating through
non-activated HUVEC showed no significant changes in
viability compared to basal levels (Supplementary Figure
S3) highlighting that only activated endothelium mediated
the apoptotic signals. The low cellular density in bottom
chambers could explain the decreased viability of TM cells
compared to the non-TM ones. However, no significant
improvement in viability of TM cells was found when cell
numbers in the bottom chambers were increased through
direct addition of CLL cells at the initiation of the assays
(Supplementary Figure S4). To further confirm that CLL
cells could receive apoptotic signals while crossing the
TNF-HUVEC monolayer we examined TUNEL stained
filters through confocal microscopy. This demonstrated the
occurrence of numerous apoptotic CLL cells in both sides
of the filters with TNF-HUVEC compared to untreated
HUVEC assays (Figure 1A-iii). Although absolute
numbers of total and apoptotic CLL cells predominated
in the upper side of filters (Figure 1A-iii, cartoons) the
frequency of apoptotic cells was significantly higher in
the underside (Figure 1A-iii) in agreement with a higher
frequency of apoptotic cells in the bottom than the upper
chambers, as determined by flow cytometry (Figure 1A-1).
Together these data supported that CLL cells receive
apoptotic signals during TEM.

Since previous studies had reported prosurvival
effects of endothelium in CLL cells cocultured several
days [1-7], we analyzed the endothelium role in CLL
viability cocultured onto TNF-a or unstimulated HUVEC
monolayers at 12 hours or at longer time points 2 or 5
days. In line with previous studies [1-7] we observed a
prosurvival effect onto unstimulatedand to a lower extent
TNF-HUVEC but not earlier than 2 days (Figure 1B-i).
Indeed, these prosurvival effects with TNF-HUVEC
were preceded by a drop in CLL viability at 12 hours
(Figure 1B-i) in concert with our TEM assays. In
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Figure 1: Physical contacts of CLL cells with TNF-aactivated endothelial cell monolayers during transendothelial
migration (TEM) impair survival of leukemia cells. A. CLL cells from 10 patients (n. 1-10; Table 1) (i) or normal B cells isolated from
the peripheral blood of 10 healthy donors (ii) were added onto TNFa pretreated confluent monolayer of HUVEC (TNF-HUVEC) in transwell
plates (Transendothelial Migration (TEM) assays) or to the bottom compartment of separate transwells (Suspension cultures)(5x10° cells/well).
Suspension cultures of CLL cells were carried out in bottom wells either with or without a TNF-HUVEC onto the upper filter. The percentage of
apoptotic and viable cells in each experimental condition were determined after 12 hours by flow cytometry analysis of Annexin-V-PE/7AAD
double staining. Each experimental condition was compared to basal levels in control suspension cultures without HUVEC (TEM assays: non-
TM, non-transmigrated; TM, transmigrated). (iii) Transwell filters of TEM assays with CLL cells performed with TNF-a activated (+TNF) or
untreated HUVEC (No TNF) were fixed and fluorescently stained with TUNEL (red; apoptotic nuclei), anti-CD31 (green; HUVEC junctions)
and Hoechst (blue; total nuclei). Laser confocal microscopy images were taken from the upper and underside of filters (magnification 20x; > 3
microscopy fields per filter; 1-2 filters per sample). Cartoons are from a representative TEM experiment with TNF-HUVEC. Total and TUNEL
stained nuclei were counted (Image J; > 200 nuclei per sample and experimental condition) and the frequency of apoptotic cells in each side of
the filters calculated (Right panel). Note that although the absolute number of nuclei was higher in the upper than the undersides the percentages
of apoptotic CLL cells increased in the later one. Data are mean (+SD) from ten independent samples. B. i) CLL cells were cultured onto alive or
paraformaldehyde fixed (fixed) TNF-a preactivated or untreated confluent HUVEC monolayers. The percentages of viable CLL cells (Annexin-
V-neg 7AAD neg) were determined at the indicated time points by flow cytometry and compared to control suspension cultures without HUVEC.
i) CLL cells were cultured for 12 hours in suspension or onto alive HUVEC with normal culture medium or conditioned medium from 5 days
CLL-HUVEC cocultures. iii) CLL cells were harvested at the indicated time-points from cocultures onto untreated or TNF-activated HUVEC
and left in culture alone up to 12 hours. Two-tailed Student’s t-test significance values: * P<0.05; ** P<0.01; *** P<(.001; n.s. non-significant.
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addition, paraformaldehyde fixed instead of alive
HUVEC monolayers lacked any prosurvival effects in the
cocultured CLL cells and, more importantly, emphasized
the proapoptotic ones onto TNF-HUVEC even at 2 or 5
days (Figure 1B-i) pointing to the release of prosurvival
soluble factors in the alive conditions. Indeed, conditioned
media from 5 days cocultures with alive HUVEC had
prosurvival effects in the CLL cells cultured for 12 hours
alone or under any coculture condition (Figure 1B-ii)
definitively demonstrating that soluble prosurvival
factors accumulate after prolonged coculture. We further
concluded that 2 hours coculture of CLL cells with TNF-
HUVEC was sufficient to receive proapoptotic signals that
irreversibly led to their apoptosis when harvested and left
in culture alone until 12 hours (Figure 1B-iii).

Together these data conclusively demonstrated
that CLL cells suffer apoptotic signaling through
direct contacts with TNF-HUVEC and likely during
extravasation which needed further investigation.

CLL cells of patients having lymphadenopathy
(LApos) have a survival advantage during TEM
mediated by a4 and oL integrin chains

Having stablished that TEM impairs survival of CLL
cells, we examined its possible association with disease
related parameters including lymphadenopathy (LA),
IGHV gene mutational status or ZAP-70 or CD38 antigens
expression. To this end, the sample size was increased
by including 20 additional patients in TEM assays
(Table 1). In all cases examined we confirmed a decline
in the viability of both TEM fractions relative to basal
levels and mainly in the TM cells (from 68% mean basal
values to 48% mean values in the TM cells) (Figure 2A-1).
Nevertheless, because the viability levels in TEM assays
varied between samples we normalized them to the basal
ones as a measure of survival outcome. This allowed us to
find a significant association with the lymphadenopathy
(LA) condition of patients and to a lower extent ZAP-70
rather than IGVH mutational status or CD38 expression
(Figure 2A-ii). Samples having lymphadenopathy (LApos)
showed a better survival outcome than those lacking it
(LAneg) (Figure 2A-ii) suggesting a possible association
with the TEM capacity. In supporting this conclusion
we found a strong correlation of survival outcome with
the TEM rate of samples (Figure 2A-iii) that largely
associated with LA condition rather than other parameters
(Supplementary Figure S5A).

Because a4 integrin expression in LApos cases
have been correlated with enhanced TEM capacity
[12—-14] and mediate survival signals from endothelium
[6, 15], we investigated its possible association with TEM
survival outcome. As determined by flow cytometry, the
cell surface expression of a4 and oL integrins and their
corresponding 3 chains were lower in CLL cells than
in normal B cells although significantly increased in

LApos respect to LAneg cases (Figure 2B-i) in concert
with enhanced TEM rate (Supplementary Figure SSB-C).
Interestingly, there was a strong correlation of 04, rather
than oL expression, with the survival outcome of TM
cells (Figure 2B-ii) further supporting a specific role of a4
integrin in this outcome.

To further confirm this, we blocked 04 or oL
interactions in separate TEM assays through preincubating
the CLL cells of LApos and, for comparison, LAneg cases
with recombinant forms of VCAM-1 (thVCAM-1) or
ICAM-1 (rhICAM-1) endothelial ligands, respectively.
Five samples having different a4 or aL expressions within
each LA clinical conditions were compared (Figure 2C).
LApos cases showed a strong reduction in the TEM rate
after blocking either of the two integrin interactions
(Figure 2C-i) in contrast to LAneg samples (Figure 2C-i)
confirming that both integrin chains play a critical role in
TEM of LApos cases. Moreover, the viability of both, non-
TM and TM cells, was strongly improved in the LApos
cases under blocking either of the two integrins compared
to the untreated samples while only aL blocking did in
the LAneg cases (Figure 2C-ii). The bound recombinant
ligands had no significant effects in the viability of
CLL cells in control suspension cultures (Figure 2C-ii)
indicating that their effects in TEM assays can be linked
to the inhibition of the corresponding integrin interactions
with endothelium. The survival outcome of TM cells was
greatly improved in the LApos cases compared to that in
control untreated assays (Figure 2C-iii). However, it was
impaired relative to the non-TM cells compared to the
control cultures (Figure 2C-iii) suggesting that integrin
interactions rescued the CLL cells during diapedesis from
proapoptotic signals received at initial adhesions.

In conclusion, these data showed that the integrin
adhesions responsible of the enhanced TEM of CLL cells
are also critically involved in the survival outcome.

Integrin dependent survival outcomes are
counteracted by ephrinA4 reverse signaling

Having stablished that integrins enhance the survival
outcome of TM CLL cells in LApos patients, we analyzed
its possible modulation through ephrinA4 reverse signaling
as previously reported by us [16]. As determined by flow
cytometry, ephrinA4 expression was significantly higher
in LAneg than LApos samples (Figure 3A-i) while no
significant differences were found according to ZAP-70,
IGVH or CD38 parameters (Figure 3 A-i) confirming its
association with the LA condition of patients previously
found by us [16, 18]. Remarkably, ephrinA4 expression
levels were low in most trisomy 12 (tris12) cases (4 out of 5)
and, to a lower extent, dell1q positive samples (3 out of 4)
(Figure 3A-i) which could be in concert with the increased
risk to suffer lymphadenopathy in these patients. EphrinA4
expression and TEM survival followed an inverse correlation
in both LA clinical groups (Figure 3A-ii) contrasting with
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Table 1: Clinical and molecular details of patients

N. G. Age(y) Rai LA IgHV* ZAP- CD38° dell3q dell7p delllq +12 ephrinA4¢ Integrin chain®

70°

oL p2 o4 p1

—_—

74 low no M neg  neg -

69 hi yes M pos  neg -
69 low no UM neg neg +

2 69 low no M neg  pos -
3 91 int yes UM neg pos -
4 59 int yes M neg  pos -
5 78 hi no M pos  neg +
6 73 hi yes M pos  pos -
7
8
9

78 int yes M neg  neg -

—_
(=]

73 int yes M neg  pos

—_—
—_

+
65 hi yes UM pos neg +
+

—_
[\

76 int yes UM pos neg

—_
W

71 int yes M pos  neg -

—
N

58 hi yes M neg  neg -
69 int yes UM pos  pos +

—
[o)}

63 int yes M neg  neg. +

—_
3

79 int no UM neg neg -

—_
o]

62 int yes M neg n.d. -

—
e

85 int yes M pos  neg -

[\
S

77 int yes UM pos neg

NS}
—

88 low no M pos  neg

N
\S)

72 low no UM pos neg

[N}
W

75 low no UM pos neg

N
=

83 hi yes UM neg neg -

[\
(V)]

58 low no M pos  pos -

[\
(@)}

66 low no UM pos neg +

[\
3

73 low no M pos  neg

[\
o]

73 int yes M pos  neg -

2 2 Z """ <Zm"=m=m™m=m™m<ZmZ"="<Z """ <22 o2 T

[\
O

68 low no UM pos pos
30

<

85 int yes UM pos  pos +

- + 15.90 11.95 32.06 25.00 21.93
- - 30.90 7.37 2291 9.53 45.00
- - 20.20 13.32 67.84 63.80 55.24
- - 7.70 13.20 57.45 24.28 50.74
- - 17.80 17.46 30.44 26.00 15.36
- - 10.70 7.84 23.85 89.00 55.00
- - 6.30 7.60 14.45 52.00 45.00
- - 36.47 9.92 13.69 19.60 7.58
- - 10.25 8.73 29.23 63.56 35.00
- - 7.83 42.12 65.56 56.78 59.23
- - 6.44 5.89 13.56 54.00 33.62
- - 10.99 10.54 19.81 45.00 53.71
- + 12.62 3548 56.68 16.53 69.67
- - 10.46 10.85 21.07 78.00 63.00
- - 9.63 51.00 54.00 56.00 25.00
- + 11.25  20.00 23.00 98.00 65.00
- + 56.25  32.00 25.00 12.00 27.00
- - 6.98 8.00 68.00 34.00 32.00
- + 4.69 6.00 66.00 65.25 45.00
- - 26.53  24.00 52.00 65.00 56.00
+ - 14.35 15.00 36.00 15.00 65.00
+ - 62.25 7.00 35.00 15.00 53.00
- - 70.00 18.00 15.00 18.00 21.00
- - 18.69  33.00 84.00 70.00 45.00
- - 68.00  26.00 29.00 33.00 56.00
+ - 2525  35.00 33.00 35.00 25.00
- - 36.25 12.00 38.00 39.00 21.00
- - 1456  54.00 61.00 66.00 68.00
- - 11.25 9.00 15.00 52.00 23.00
+ - 11.25  36.00 12.00 63.00 33.00

Footnotes: * Sequences with a germline homology of > 98% were considered as UM; "¢ Determined by flow cytometry
(Positivity cut off over isotype stained negative control stainings): ZAP-70, > 25% stained cells; CD38, > 35% stained cells;
4¢ Mean Fluorescence Intensity (MFI) determined by flow cytometry.

that observed for integrins (Figure 2B-ii). Accordingly,
expression of ephrinA4 and CD49d followed an opposite
pattern and, in the LApos cases, the appearance of a CD49d
high population correlated with a low ephrinA4 expression
(Figure 3B). Together these data further supported a direct

and/or indirect role of ephrinA4 in the survival events during
TEM modulating integrin adhesions.

To discriminate between these two possibilities
we preincubated the CLL cells from the 30 patients with
saturating amounts of recombinant extracellular domains
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Figure 2: CLL cells of patients having lymphadenopathy (LApos) show a survival advantage during TEM mediated by aL.
and o4 integrins. A. TEM assays through TNF-HUVEC were done with 30 patients and viability determined by flow cytometry analysis after
survival outcome) according to the indicated disease parameters (ii). iii) Linear correlation analysis between TM survival outcome and TEM rate.
Absolute number of TM CLL cells, recovered from the bottom chambers, was measured by flow cytometry and expressed as percentage of total
input cells (TEM rate). R, Spearman’s correlation coefficient. B. Cell surface expression of the indicated integrin chains was measured in normal
B cells and CLL cells by flow cytometry after staining with antigen specific antibodies. i) Whisper-box plots compare integrin expression levels
(mean fluorescence intensity, MFI) between CLL cells and normal B cells, and between CLL cells of patients having or not lymphadenopathy
(LApos and LAneg, respectively). ii) Linear correlation analysis between survival outcome of TM cells and expression of aL (upper plot) or a4
(lower plot) integrins. R, Spearman’s correlation coefficient. C. CLL cells from 10 patients, having (LApos) or not (LAneg) lymphadenopathy,
were preincubated or not (untreated) with recombinant soluble forms of human VCAM-1 (+thVCAM-1) or ICAM-1 (+thICAM-1) and left
transmigrating through TNF-HUVEC monolayers (TEM assays) or cultured in suspension (suspension cultures) for 12 hours. Integrin expression
levels (MFI) of the used samples are shown. i) TEM rate of samples were compared to that in control (untreated) TEM assays in LApos and
LAneg cases. ii) Absolute levels of viable CLL cells in suspension cultures or in TEM assays (non-TM and TM cells) after hVCAM-1 or
rhICAM-1 preincubation. Treatments are compared to control (untreated) assays. iii) Viability of TM cells as percentage of a reference population:
basal levels (suspension cultures) or non-TM cells. Paired two-tailed Student’s T test significance values: * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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Figure 3: EphrinA4 reverse signaling suppresses integrin mediated survival signals through inhibiting activation state.
A. Expression of ephrinA4 was measured on the surface of CLL cells from 30 samples by flow cytometry analysis (MFI, mean fluorescence
intensity) and (i) compared between samples according to disease parameters and cytogenetic characteristics or (ii) correlated with survival
outcome of TM cells in LApos (left) and LAneg (right) cases. R: Spearman’s correlation coefficient. B. Expression of ephrinA4 and CD49d
(04) on the surface of CLL cells was determined by flow cytometry (upper panels). Correlation analysis between ephrinA4 and 04 expression
(mean fluorescence intensity, MFI) of samples. C. CLL cells from 30 patients (i, LApos; ii, LAneg) were preincubated (+EphA2Fc) or
not (No treatment) with saturating amounts of soluble recombinant human EphA2 extracellular domains (EphA2Fc) and cultured for 12
hours in suspension in untreated plates (control) or plates containing the indicated molecules pre-immobilized to wells. BSA was used as
a non-specific immobilized protein. Viability of CLL cells onto each protein is shown as percentage of basal levels in control suspension
cultures without immobilized proteins. Statistical significances are shown for comparison between untreated cultures to control cultures or for
EphA2Fc treatments to untreated conditions. Whisper-box plots: mean (+) and median (-) values. D. CLL cells from LApos samples (n=3)
were preincubated in suspension with poly-His tagged EphA2Fc or hFc as control. Cell suspensions were then incubated with biotin anti-His
followed by AlexaFluor488 streptavidin and adhered to slides for 15 min (37°C). After paraformaldehyde fixation (4% PF in PBS) slides
were incubated with AlexaFluor647 conjugated monoclonal Ab for the indicated integrin chains and analyzed through confocal microscopy
(Supplementary Figure S6). At least 3 fields per experiment were evaluated for colocalization analysis (Colocalization Tool, Image J). > 200
cells per sample were analyzed. E. CLL cell suspensions (10° /assay) were incubated for 30 min with EphA2Fc or Fc only in RPMI1/2% FCS
(Normal medium) or containing ImM MnCI2 (Mn?"). Next, CLL cells were incubated with a PE coupled HUTS21 mAb in cold PBS (i) or PE
coupled anti-Fc preclustered VCAM-1-Fc in normal medium (ii) followed by flow cytometry analysis. A representative LApos CLL sample is
shown (n>3 samples). Paired two-tailed Student’s T test significance values: * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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of human EphA2 (EphA2Fc) which results in ephrinA4
reverse signaling modulating integrin affinity [16]. The
viability of CLL cells was analyzed, as in the preceding
TEM assays, at 12 hours of culture in suspension alone
or onto plate immobilized thICAM-1 or thVCAM-1 or
other integrin ligands of the extracellular matrix (ECM)
including fibronectin (FN), collagen type-1 (CL-1), laminin
(LM) or vitronectin (VN). EphA2Fc did not significantly
affect the viability of CLL cells cultured onto immobilized
BSA relative to control assays (Figure 3C-i-ii) discarding
a direct role of ephrinA4 reverse signaling in CLL cell
viability. However, it largely counteracted most of the
effects onto integrin ligands (Figure 3C-i-ii), including the
prosurvival ones observed in LApos cases onto either of the
two endothelial ligands. ECM molecules mainly induced a
decrease in the viability of CLL cells of all samples (Figure
3C-i, ii) excluding FN which had prosurvival effects in
LApos cases (Figure 3C-i-ii) confirming the critical role of
o4 in this clinical group. These data agreed with prosurvival
signals mediated by oL and, mainly, 04 integrins in LApos
cases during diapedesis, as concluded from blocking them
in the preceding TEM assays, and further highlighted a role
of ephrinA4 in regulating them. In line with our previous
findings [16], EphA2Fc induced a significant increase in
the number of non-adhered CLL cells recovered from the
adhesion assays (not shown) which occurred in the absence
of a significant decrease in integrin expression (not shown).
Confocal fluorescence microscopy demonstrated a lack of
intracellular staining for integrins but rather showed their
sequestration on the surface of the EphA2Fc treated CLL
cells (Supplementary Figure S6) (Figure 3D). These results
suggested that physical interactions on the cell surface
rather internalization could modulate the integrin binding
capacities. Indeed, flow cytometry analysis of HUTS-21
Abs staining, which recognizes high affinity conformations
of VLA4 integrins, demonstrated that EphA2Fc treatment
strongly inactivated VLA4 in the CLL cells even when
artificially activated through addition of Mn?** to medium
(Figure 3E-i). Accordingly, binding of soluble VCAM-1-Fc
by CLL cells was dramatically reduced in the presence of
EphA2Fc (Figure 3E-ii). In conclusion, these data supported
that ephrinA4 signaling inhibits integrin affinities for their
ligands and, hence, apoptotic/survival signals.

Absence of ephrinA4 reverse signaling
dramatically improves the survival of TM CLL
cells from LApos cases

To demonstrate a role of ephrinA4 reverse signaling
in TEM assays, CLL cells were preincubated with saturating
amounts of the EphA2Fc recombinant molecules. Under
these conditions, bidirectional signaling between CLL and
endothelial cells through the receptor-ligand pair is inhibited
while ephrinA4 reverse signaling into the CLL cells still
can take place [16]. In these experiments, six samples of
each LA condition were chosen that differed in ephrinA4

expression levels within each group (Figure 4C; Table 1).
In line with our previous findings [16], thEphA2 did not
significantly changed integrin expression of CLL cells
(Figure 4A) but led to a marked drop in the TEM rate of
all samples (Figure 4B) in concert with the inhibition of
integrin adhesions. Indeed, as in the integrin blocking TEM
assays, it significantly increased both the viability of non-
TM and TM cells in all samples (Figure 4C-i) and, more
importantly, the survival outcome of TM cells relative to
basal levels in suspension cultures but not relative to the
non-TM ones of LApos cases (Figure 4C-ii). Altogether,
these data supported that ephrinA4 reverse signaling during
diapedesis likely inhibits integrin prosurvival signals into
the CLL cells of LApos cases.

Next, we blocked ephrinA4 signaling in TEM
assays through siRNA mediated silencing of EphA2 in
the endothelial cells. However, absence of this receptor
in the endothelial cells rendered them unable to form a
tightly packed monolayer (Figure 4D) thus limiting further
TEM assays. Next, we challenged ephrinA4 silencing in
the CLL cells from the 6 LApos and LAneg cases used
in the preceding EphA2Fc TEM. Forty-eight hours after
nucleofection, we found a strong reduction of ephrinA4
expression on the cell surface (Figure 5A) without
significantly compromising their viability as compared
to untreated or control nucleofected samples. EphrinA4
knock-down had not significant effects on the expression
of integrins but markedly reduced the TEM rate of
samples as compared to siRNA neg or untreated CLL
cells (Figure 5B-i) and the number of CLL cells retained
onto the HUVEC monolayer increased as determined
by fluorescent microscopy analysis of transwell filters
that ephrinA4 decreases adhesion [16, 18]. In terms of
viability, ephrinA4 knock-down led to a marked decrease
in the viability of non-TM cells of both LA clinical groups
compared to siRNA neg nucleofected or untreated cells
(Figure 5C-i) which was compatible with the increased
adhesion and, hence, occurrence of proapoptotic signals
at initial steps of TEM. By contrast, the viability of TM
cells was dramatically improved in the LApos but not the
LAneg cases compared to that in untreated samples and,
more importantly, to their corresponding non-TM cells
(Figure 5C-i) a finding also confirmed in terms of survival
outcome (Figure 5C-ii). Together with the preceding
integrin blocking or EphA2Fc TEM assays, these results
supported that switching-off ephrinA4 reverse signaling
during diapedesis represented a survival advantage for the
CLL cells of LApos cases.

Soluble ephrinA4 binding to endothelium
strongly potentiates survival advantage of CLL
LApos cases

As previously demonstrated by us [18], herein
we confirmed higher levels of soluble ephrinA4 in the
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Figure 4: EphrinA4 reverse signaling inhibits survival signaling during diapedesis. CLL cells from the indicated patients
having (LApos) or not (LAneg) lymphadenopathy were preincubated with EphA2Fc or hFc or left untreated and allowed transmigrating
through TNF-HUVEC monolayers (TEM assays) or cultured in suspension (suspension cultures) for 12 hours. A. Representative flow
cytometry histograms of a4 or aL integrin expression in CLL cells before and after incubation with EphA2Fc. B. TEM rate of samples,
as determined by flow cytometry, were compared between hFc or EphA2Fc treatments to untreated cultures in LApos and LAneg cases.
C. Effects of EphA2Fc in viability of CLL cells. i) Absolute levels of viable CLL cells in suspension cultures or in TEM assays (non-TM
and TM cells) after rhEphA2Fc or hFc treatment compared to control, untreated CLL cells. ii) Relative viability of TM cells as percentage
of basal levels in suspension cultures or of the corresponding non-TM cells. D. HUVEC were nucleofected with EphA2 specific or negative
control siRNA. VE-Cadherin (green) stained HUVEC cultures demonstrated that EphA2 silencing inhibited the formation of a proper
confluent monolayer. Paired two-tailed Student’s T test significance values: * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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serum from patients having lymphadenopathy than in
those lacking it (Figure 6A) whereas a clear association
with other parameters was not found (Figure 6A).
Mechanistically, soluble ephrinA4 enhances extravasation
of CLL cells after binding to EphA2 receptor on the
surface of endothelial cells [16] through inhibiting cell
surface expressed ephrinA4 mediated reverse signaling,
thus allowing integrin mediated adhesions. Furthermore,
EphA2 mediated sequestration and internalization of
VCAM-1 and ICAM-1 endothelial ligands could be

involved in this process [18]. To analyze whether this
mechanism could contribute to improve the survival of
CLL cells in TEM assays, we preincubated the TNF-
HUVEC monolayer with saturating amounts of soluble
recombinant human ephrinA4 (ephrinA4Fc) as previously
described [18]. This resulted in an increased TEM rate of
LApos but not the LAneg cases (Figure 6B-i) confirming
our previous findings [16]. Moreover, the viability of non-
TM and TM cells of LApos samples was dramatically
improved (Figure 6B-ii) along with an enhancement in
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Figure 5: Absence of ephrinA4 reverse signaling during TEM increases survival outcome of TM cells in LApos samples.
CLL cells of the 12 patients used in EphA2Fc assays having (LApos) or not (LAneg) lymphadenopathy (Figure 4), were nucleofected
with ephrinA4 specific or negative control siRNA duplexes or left untreated. A. EphrinA4 silencing was determined by flow cytometry
48 hours after nucleofection. B. Untreated or nucleofected cells (siRNA neg or ephrinA4) were left transmigrating for 12 hours through
TNF-HUVEC. i) TEM rate of samples measured by flow cytometry. ii) Transwell filters from TEM assays were stained with anti CD31
mAb (green, HUVEC junctions) and Hoechst (blue, nuclei) and examined by confocal microscopy (40x oil immersion; Leica TCS-SP2).
CD31 junctions were not altered in the HUVEC monolayer of ephrinA4 knock-down samples. iii) Absolute counts of CLL cells adhered to
TNF-HUVEC were measured by image analysis (ImageJ; > 200 nuclei counted per filter). C. Analysis of CLL cells viability in TEM assays
after ephrinA4 knock-down. i) Absolute levels of viable CLL cells in suspension cultures or in TEM assays (non-TM and TM cells) were
compared between ephrinA4-specific or neg control siRNA nucleofected to control untreated CLL cells. ii) Relative viability of TM cells
as percentage of basal levels in suspension cultures or of non-TM cells. Paired two-tailed Student’s T test significance values: * P<0.05;
** P<0.01; *** P<0.001.
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Figure 6: Treatment of TNF-HUVEC with soluble recombinant human ephrinA4 strongly potentiates survival of CLL
cells and a possible transcellular TEM pathway. A. Soluble ephrinA4 levels in the serum of CLL patients were determined by
indirect ELISA (ng/mL) and possible associations with clinical parameters examined. B. CLL cells from 12 patients having (LApos) or
not (LAneg) lymphadenopathy, used in the EphA2Fc or siRNA assays (Figures 3 and 4), were left transmigrating 12 hours through TNF-a
preactivated HUVEC monolayers preincubated (30 min) with saturating amounts of recombinant human ephrinA4 (HUVEC+ephrinA4Fc),
purified human Fc (HUVEC + hFc) or untreated before addition of CLL cells. i) Absolute number of transmigrated cells (TM) was counted
by flow cytometry and expressed as percentage of total input cells (TEM rate). ii) Absolute levels of viable CLL cells in suspension cultures
or in TEM assays (non-TM and TM cells) in the ephrinA4Fc or hFc treated TEM assays were compared to untreated conditions. iii) Relative
viability of TM cells normalized to basal levels (suspension cultures) or to the corresponding non-TM cells in the ephrinA4Fc or hFc
treatments compared to untreated TEM assays. C. i) Transwell filters were stained with anti VE-Cadherin (green, HUVEC junctions) and
Hoechst (blue, nuclei) and examined by confocal microscopy. Adhered CLL cells were located at VE-Cadherin interendothelial junctions
coculture with LApos CLL cells. ii) CLL cells inside of HUVEC were surrounded by caveolin-1 endothelial caveola (asterisks, > 1um from
VE-Cadherin junction) and ICAM-1. Insets show Z- views of caveolin and ICAM-1 staining for a a transcellular (TC) and a paracellular
(PC) TEM CLL nuclei. iii) Measurement of CLL cells located within caveolin-1, at VE-Cadherin junctions or unclassified in ephrinA4Fc
treated compared to untreated TNF-HUVEC after 2 hours coculture (at least 200 nuclei were counted per condition). Paired two-tailed
Student’s T test significance values: * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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the survival outcome of TM cells compared to untreated
control TEM assays (Figure 6B-iii), confirming a
prosurvival role of soluble ephrinA4 during TEM of
LApos CLL cells.

Next, immunofluorescence microscopy analysis of
the transwell filters showed that VE-Cadherin® junctions
between HUVECs were unaltered in the ephrinA4Fc
treatments (Figure 6C-i) discarding that CLL cells
traversed through holes as a possible explanation to the
increased survival. Moreover, CLL cells located at VE-
Cadherin junctions (Figure 6C-1), suggesting a paracellular
(PC) TEM route, or at > Ium from them possibly
following a transcellular (TC) TEM routes, as previously
demonstrated [25]. To confirm a TC TEM pathway, we
examined by confocal microscopy a possible association
between intracellular caveolin-1 staining, which has been
related with this TEM route in lymphocytes [26, 27], and
the CLL cells actually inside of endothelial cells located >
1um of interendothelial junctions. Many CLL cells inside
of HUVEC were distinctly located within caveolin-1*
endothelial vacuoles and surrounded by ICAM-1 staining
(Figure 6C-ii) suggesting a TC route of TEM. Image based
counting of CLL cells at VE-Cadherin junctions or > 1pum
within caveolin-1 in TEM assays revealed an increased
frequency of the later under ephrinA4Fc treatments
(Figure 6C-iii) in concert with an enhanced TC pathway
through the endothelial cell body. These data confirmed
that soluble ephrinA4Fc does not induce a TEM of CLL
cells through disassembling interendothelial junctions but
rather through endothelial cells themselves likely through
a TC route of TEM.

EphrinA4 can be detected in the HEV of CLL
lymphadenopathies and enhances viability

of CLL cells infiltrating the lymph node of
adoptively transferred mice

A possible correlation between apoptosis and
in vivo extravasation was indirectly investigated by
immunofluorescence microscopy analysis of CLL
lymphadenopathies. Apoptotic cells were detected
in tissue sections through TUNEL staining and their
location relative to HEV through PNAd staining. At
low magnification, we confirmed an accumulation of
apoptotic cells within 200 um areas under the capsule
in the three LA studied (Figure 7A-i). Because normal
lymph node architecture is profoundly effaced in
CLL lymphadenopathies we referred to these areas
concentrating apoptotic cells near the capsule as outer
rather than cortical regions, and as inner regions to the
deeper ones inside of the LA parenchyma. Interestingly,
apoptotic cells were closer to HEV in outer than
inner regions (Figure 7A-i) indirectly suggesting an
association with extravasation. After extravasation normal
lymphocytes are retained for hours within an area of <
20 um around the HEV of cortical lymph node regions

before infiltrating the LN parenchyma [28], a feature that
correlated with an accumulation of apoptotic cells around
them. Indeed, we found that the number of apoptotic nuclei
within < 20 pm around the HEV was markedly higher in
the outer than the inner LA areas (Figure 7A-ii) suggesting
that they could represent recently extravasated CLL cells.
Its possible association with ephrinA4 staining was further
examined. EphrinA4 staining was found not only in the
infiltrated CLL cells but also within the endothelial cells
of HEV bound to EphA2 (Figure 7B-i). Quantification of
ephrinA4 staining bound to EphA2 in HEV in outer and
inner regions (Figure 7B-ii) revealed a significant higher
frequency in the former (Figure 7B-iii) thus following
a completely opposed distribution to that observed for
apoptotic cells. Altogether these data supported a possible
in vivo prosurvival role of soluble ephrinA4 related to the
extravasation of CLL cells into lymphadenopathies.

To assess this in a more physiological condition,
CFSE stained human CLL cells of LApos and LAneg
patients were adoptively transferred to Balb/c mice
receiving different amounts of a soluble ephrinA4
purified from the sera of CLL patients. The percentage
and viability of CLL cells was analyzed 24 hours later
by flow cytometry (Supplementary Figure S1) in cell
suspensions of the popliteal lymph node where the number
of endogenous mouse lymphocytes is greatly lower than
in other lymph nodes. EphrinA4 led to an increase in the
proportion (Figure 7C, Bars) and viability (Figure 7C,
lines) of the human CLL cells recovered from the lymph
nodes of mice inoculated with LApos samples in a
concentration-dependent manner.

DISCUSSION

Herein we provide evidence, for the first time, that
CLL cells establish physical contacts with endothelia that
can result in decreased survival during extravasation. In
patients having lymphadenopathy, CLL cells are able of
collecting prosurvival signals through alLB2 and 041
integrins linked to ICAM-1 and VCAM-1 mediated
diapedesis. In these processes, the soluble form of
ephrinA4, that accumulates in the sera of patients having
lymphadenopathy [18], plays an instrumental role. In
these patients, ephrinA4 binding to EphA2 receptor
on the luminal side of endothelial cells facilitates
the adherence and migration of CLL cells through
the endothelial vessels of lymphoid tissues, coupling
enhanced TEM to prosurvival signals. Thus, the present
findings expand our previous studies on the role of
ephrinA4 isoforms in CLL cell adhesion and TEM [16,
18] by further connecting them to CLL cell survival and
lymphadenopathy.

Our present results shed new light on the role
of endothelial cells in CLL. In accordance with
previous studies [3, 4, 6, 29-31] we demonstrate that
endothelial cells can provide prosurvival signals to
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Figure 7: Soluble human ephrinA4 in HEV of lymphadenopathies inversely correlates with apoptotic cells near HEV
dramatically enhancing the number and viability of human CLL cells recovered from lymph node of adoptively
transferred mice. A-B. Seven pm thick sections from frozen CLL lymphadenopathies (LA n.1, 2 and 3 corresponding to CLL patients
n. 3, 18 and 28, respectively) were fixed in acetone and sequentially incubated with A) TUNEL (white) and antibodies against PNAd (red)
or B) antibodies against PNAd (magenta), ephrinA4 (green), EphA2 (red). In all cases nuclei were counterstained with Hoechst (blue).
Fluorescent images were taken in a laser confocal microscope (TCS SP-2 AOBS, Leica). A) Representative low magnification images (20x)
of areas near the capsule (“Cortical” region, left panel) or deeper (>200um far from capsule, “Inner” regions; right panel). ii) Frequency
of apoptotic nuclei around (< 20 um) or separated from HEV in cortical and inner LA regions (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). B) 1)
HEV (PNAd+, magenta; dotted line) showed strong ephrinA4 staining co-localizing with EphA2. (63x). ii) Regions of interest (ROI) were
traced around HEV according to EphA2 staining (left). Intensity of ephrinA4 staining within ROIs was measured (pseudocolor scale inset).
iii) HEVs containing > 10% pixels above 200 gray-scales were considered as positive. Whisper-box plots of > 20 measured fields from
each LA section. Unpaired two-tailed Student’s t-test significance values were *p<0.01; **p<0.005; ***p<0.001. C. Human CLL cells
were stained with CFSE fluorescent tracer and adoptively transferred into germ-free young Balb/c mice (2x107 per mice) by intravenous
injection through the tail vein along with increasing concentrations of human soluble ephrinA4 purified from the sera of patients. Mice
were sacrificed 24 hours later and cell suspensions from popliteal lymph nodes stained with an anti-mouse CD45 antibody, AnnexinV-PE
and 7AAD for flow cytometry analysis. Human CLL cells were gated according to CFSE positivity and negativity for anti-mouse CD45
(Suppl. Figure S1). Data (mean+SD) were compared to mice receiving human CLL cells in PBS without ephrinA4. Five animals were
used per sample and experimental condition. Paired two-tailed Student’s T test significance values were *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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the leukemia cells within infiltrated tissues which
are largely mediated by the release of prosurvival
soluble factors. This is dependent on physical contacts
between both cell types likely favored by prolonged
coexistence within the infiltrated tissues. In supporting
this hypothesis we demonstrated a lack of prosurvival
effects in prolonged cocultures when using PF fixed
rather than alive HUVEC. Besides, conditioned medium
from long term cocultures protected the CLL cells from
spontaneous and TNF-HUVEC mediated apoptosis
in overnight (12 hours) cultures. By contrast, the
timeframe of extravasation process is not presumably
long enough [27] to promote the release of soluble
factors by endothelial cells while proapoptotic signals
through physical contacts could predominate. This is
supported by the increase of apoptotic CLL cells in
the non-TM cells and can likely take place as early
as 2 hours after contact as further demonstrated in
cocultures. It would be interesting to confirm our
results under flow conditions in a model recently used
by other authors [13, 32] or through adapting flow
conditions to transwells [33]. During diapedesis the
CLL cells can be rescued from propapoptotic signals
received at initiation of TEM in LApos cases. However,
we cannot exclude that the migrated CLL cells could
receive other survival signals once inside the lymph
node parenchyma although our studies in LN sections
show numerous apoptotic cells near to HEV. These data
suggest that many recently migrated cells die without
infiltrating the tissue and especially when migrating
through the HEV lacking ephrinA4 that predominate in
outer LA regions.

Our results also confirm a critical role of
integrins in the pathobiology of CLL [13, 34-36]
further emphasizing that they represent a link
between extravasation and survival of leukemia cells.
Increased levels of CD49d (a4) expression can be
associated with inferior prognosis in IgHV-UM and
CD38 expressing cases [37] and the occurrence of
trisomy 12 likely associating with the appearance of
lymphadenopathies [12-14, 22]. Its expression in CLL
cells of LApos patients has been related with enhanced
aLB2 adhesion to ICAM-1 during transendothelial
migration [34]. Indeed, CLL cells from patients lacking
lymphadenopathy show a defective a2 dependent
motility and TEM which is in part corrected through
expression of 04B1 in those suffering this organomegaly
[34, 38]. This likely explains the lack of LAneg samples
to receive prosurvival signal in TEM or when cultured
onto ICAM-1 or VCAM-1 and further emphasizes the
survival advantage of LApos cells. In agreement with
previous studies highlighting a critical role of a4 in
the endothelial mediated survival of CLL cells [6, 15,
38, 39]] we further demonstrate that this is especially
relevant in lymphadenopathy cases. By contrast, the
finding of proapoptotic signaling mediated by these

and/or other integrins in the CLL cells when cultured
onto ECM ligands or that highlighted in TEM assays
were completely unexpected. Integrins dual effects
on cell survival, interchanging apoptosis or survival
outcomes, have been found in other cell types including
hematopoietic tumor cells [40—43]. This can be related
with potentiated and sustained adhesion [40] or through
unligated integrins [41] or their activation state prior
to ligation recruiting caspases [41] and/or ERK rather
than Akt kinase [42]. Together these mechanisms and/
or other unknown ones may contribute to the presently
observed apoptotic outcome when adhering to inflamed
endothelium through ligands different from ICAM-1 or
VCAM-1.

In keeping with such an integrin dependent
survival of CLL cells, cell surface expressed ephrinA4
arises as a critical mediator counteracting apoptosis at
initial adhesion steps and nonetheless the prosurvival
ones in LApos CLL cells during diapedesis. Repulsive
signals mediated by the surface expressed isoform, as
previously shown by us [16], along with blood flow
could likely contribute to detach the CLL cells from
vascular vessels preventing adhesion related apoptotic
signals. In LApos patients, by contrast, down regulation
of membrane expressed ephrinA4 is needed to allow
the firm adhesion to endothelium through o4 and oL
integrins [16, 18]. Moreover, we show that ephrinA4
is able of inhibiting high affinity conformational
states of integrins through cell surface dependent
physical sequestration rather than cell internalization.
In supporting this mechanism, we also show enhanced
adhesion to endothelium of ephrinA4 silenced CLL
cells. The knock-down assays further demonstrate that
absence of reverse signaling, but not of ephrinA4 itself,
is necessary for LApos samples to go on with diapedesis
but not for recruiting survival signals via integrins.
The inverse association between ephrinA4 and CD49d
molecules further highlights the possible existence of
common mechanisms regulating their expression on
the CLL cells to assure extravasation. Remarkably,
in spite of the low number of tris12 and delllq cases
included in the present study, most of them showed
low ephrinA4 levels on the surface of CLL cells, a
finding that could be linked to the increased tendency
to develop lymphadenopathies in these patients.

Accordingly, it is on this basis that binding of the
soluble ephrinA4 to endothelial EphA2 arises as a critical
mechanism to promote TEM [21-23] coupled to survival
in LApos cases. The finding of apoptotic CLL cells near
HEV lacking ephrinA4 within the lymphadenopathies
indirectly supported also the possible occurrence of this
process in vivo. This was further confirmed in chimeric
mice assays that, although not physiological at all,
represent a good experimental protocol to study in vivo
lymph node or bone marrow seeding capacity of human
CLL cells [12, 44]. Besides we show that soluble ephrinA4
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could promote a transcellular TEM route of CLL cells, as
concluded from the VE-cadherin and caveolin-1 stainings
of TEM assays, rather than through inducing holes in
the HUVEC monolayer as observed in other endothelial
studies of permeability using ephrinAl rather than
ephrinA4 [20]. Caveolin-1 mediated TC TEM is coupled
to ICAM-1 and VCAM-1 transcytosis [26] similarly
to what we have observed in the case of ephrinA4
mediated internalization of EphA2 [16]. Moreover,
EphA2 can physically interact with caveolin-1 as indeed
demonstrated at a biochemical level [45]. Together these

data may shed new light on the long lasting question
about the significance of a TC versus a PC route of TEM
[26, 27, 46].

Within this context, ephrinA4 could play an
instrumental role in ensuring survival of the CLL
cells linked to extravasation and lymphadenopathy, as
summarized in Figure 8. In conclusion, our results provide
new data on the survival mechanisms developed by CLL
cells in vivo, demonstrating that extravasation could
represent a disadvantageous event to be exploited for
preventing nodal dissemination.

Lymphadenopathy Lymphadenopathy ’ Membrane ephrinA4
Negative Patients Positive Patients ¥ Soluble ephrinAd
' EphA2
o4 expression: low to negative o4 expression: increased 0 VCAM-1
Surface ephrinA4: high Surface ephrinA4: low [ rcam
Soluble ephrinA4 in sera: low Soluble ephrinA4 in sera: high P o
%} alp2
_\\ Caveolin-1

Blood

HEV

Lymph node
Parenchyma

Figure 8: Summary of extravasation decisions and survival outcome of CLL cells according to lymphadenopathy
condition determined by integrin and ephrinA4 mechanisms. In patients without lymphadenopathy (LAneg, left), CLL cells have
low levels of a4 integrin expression impairing their extravasation but not adhesion to endothelium likely through aLp2. In these conditions,
a low frequency of CLL cells extravasate between adjacent endothelial cells (paracellular TEM route) without receiving prosurvival signals
and finally die (2). Most CLL cells, however, will detach from endothelium as a result of their high ephrinA4 expression on the cell surface
allowing them to continue flowing within blood (1). The levels of soluble ephrinA4 in the sera of LAneg patients are not high enough to
counteract the binding of the cell surface expressed one to endothelial EphA2 and detachment. In patients with lymphadenopathy (right)
(LApos) expression of a4 integrin is high enough to allow extravasation. In these patients, CLL cell adhesion to endothelium is facilitated
by low expression of ephrinA4 on their surface and the high levels of soluble isoform in sera which binds to endothelial EphA2. As a
result, adhesion to endothelium will take place facilitating apoptotic signals which, nonetheless, are counteracted in the CLL cells that
successfully bind to ICAM-1 and VCAM-1 induced upon EphA2 aggregation. A mechanism coupling EphA2 to caveolin-1 could promote
a transcellular TEM route.
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MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

Investigation has been conducted in accordance with
the ethical standards and according to the Declaration of
Helsinki and national and international guidelines and has
been approved by the authors’ institutional review board.

Patients

Patients gave written informed consent before
inclusion in this study. Research has been approved by
the Ethics and Research Committees of Universidad
Complutense de Madrid and H. Morales Meseguer of
Murcia according to the principles embodied in the
Declaration of Helsinki. The sample size was calculated
prospectively for each one of the disease parameters to
be studied (Power =0.8; a< 0.05; SPSS Sample Power
3, IBM). Under these criteria a total of 30 subjects were
included (Table 1). FISH and IgHV gene mutational status
analysis were performed according to previously published
methods (Supplementary Material and Methods).

Blood samples were centrifuged onto density-
gradient (Histopaque 1.077, Sigma-Aldrich) incubated with
lineage specific antibodies (Abs) in PBS (mouse anti-CD3,
-CD2, -CD56, -CD14 and -CD13 antigens; BD Biosciences,
Europe, Spain) followed by MACS-conjugated anti-mouse
secondary Abs (Miltenyi Biotech, Spain) before depletion
in an AutoMACS separator (Miltenyi Biotech, Spain). CLL
or B cells purities were >98%.

Fresh small fragments of lymphadenopathies were
available from three patients (CLL patients n. 3, 18 and 28;
Table 1) that were embedded in cryoprotective medium
(TissueTeck, Leica) and snap-frozen in liquid N2.

Transendothelial migration (TEM) assays

TEM assays were performed as previously
described [16]. Briefly confluent monolayers of HUVECs
(PromoCell, Spain) were grown onto the filters of
transwell plates (96xwell transwell plates, 5 um pore
size, Corning) and stimulated or not with TNF-a (10
ng/mL; PeProtech, Europe) for 4 hours. HUVEC were
left by 6 hours in fresh medium without cytokine before
addition of CLL or B cells onto them, for TEM assays, or
in the bottom chambers for control suspension cultures
(5x10%/well). At the indicated time-points, cells were
harvested in PBS from the bottom and upper chambers
(transmigrated (TM) or non-transmigrated (non-TM)
cells in TEM assays, respectively). Where indicated,
cellular density was increased in the bottom chambers
through direct addition of CFSE fluorescently prestained
CLL cells (5x10%/well) (5-(and-6)-Carboxyfluorescein
Diacetate, Succinimidyl Ester of fluorescein; 10 uM;
Thermofisher).

Where indicated, HUVEC monolayers or CLL
suspensions were preincubated for 30 min with Fc
fragments of human IgG (hFc; 1 pg/mL; Jackson)
in the presence or not of saturating amounts of hFc
tagged recombinant extracellular domain dimers of
human ephrinA4 (ephrinA4Fc; R&D) (0.5 pug/mL; 30
min), EphA2 (EphA2Fc, 0.5 pg/10° cells), VCAM-1
(thVCAM-1) (0.2 ug/10° cells) or ICAM-1 (thICAM-1)
(all from R&D). Saturating concentrations were
determined by flow cytometry using an anti hFc or poly-
His antibody as previously described [16].

Suspension cultures onto plate immobilized
integrin ligands

Recombinant cell adhesion molecules ICAM-
1 and VCAM-1 (5 pg/mL each)( R&D), extracellular
matrix proteins (EMP) including fibronectin (FN, 10 pg/
mL), vitronectin (VN, 10 pg/mL), laminin (LM, 10 pg/
mL), type I collagen (10 pg/mL) (all from BD) or control
protein (BSA; 5 pg/mL; Sigma) were bound to the flat-
surface of 96-well culture plates (96 x multiwell culture
plates, Corning) for 2 hours at 37°C. Where indicated
CLL cell suspensions were incubated for 30 min with
recombinant EphA2Fc (0.5 pg/10° cells) and purified
hFc fragments of human Igs (1 ug/10° cells, Jackson) and
extensively washed in culture medium before addition
to culture wells (5x10%well). All cultures were done
in 200 pl final volume of freshly prepared RPMI-1640
supplemented with pyruvate (ImM), L-GIn (1 mM) and 1
% FCS in a humidified incubator (5% CO2, 37°C).

Coculture assays

Confluent monolayers of HUVEC were grown in
multiwell plates (96x wells plastic culture plates, Corning).
HUVEC activation was performed by providing 10ng/ml
TNFa (PeProtech, Europe) to the culture medium for 4 hours
followed by extensive washing in fresh medium without
cytokine. TNFa activated or untreated HUVEC monolayers
were used alive or fixed in 4% paraformaldehyde (PF)
in PBS for 20 min followed by extensive washing in
fresh medium. CLL cell suspensions (5x10° / well) were
harvested from cocultures or control suspension cultures
without HUVEC at the indicated time points by extensive
washing in PBS containing 5 mM EDTA.

siRNA knock-down assays

Mixed siRNAs duplexes targeting different exons
of ephrinA4 (Supplementary Material and Methods) or
negative control duplexes (Stealth RNAi negative control
duplexes, medium-GC, Invitrogen) were nucleofected
(300 nM) following manufacturer’s recommendations
(Amaxa, nucleofection reagents #4DV4XP-3024;
4D-Nucleofector X-unit). EphrinA4 protein knock-down
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and CLL viability were analyzed by flow cytometry 48
hours postnucleofection.

Flow cytometry analysis

Cell suspensions were incubated with PE
conjugated Annexin-V in HEPES buffer (ImmunoStep,
Spain) followed by incubation with 7-AAD solution
(5 pg/mL) until analysis in a four-color flow cytometer
(FACScalibur, BD; Flow Cytometry and Fluorescence
Microscopy Centre, UCM). Absolute cell counts were
measured by flow cytometry. Briefly, total recovered cells
were suspended in equivalent final volumes of PBS to
which equivalent concentrations of fluorescent counting
beads were added (CountBrigth absolute counting beads,
ThermoFisher). Acquisition was performed at low speed
for 1 min. Absolute cell counts were determined according
to the following formula:

(Number of B-cell events / Number of bead events)
x number of beads added

For immunofluorescent staining cell suspensions
were incubated in cold PBS [0.1% bovine serum albumin
(BSA)] (2x10° cells/50 pL) with saturating amounts of
antibodies to human antigens including: anti-CD19 (FITC,
APC or PE), -CD5 (PECy5); FITC or PE-Cy5 anti-CD11a
(aL;), -CD29 (B1), -CD18 (B2) or -CD49d (a4)(all from
ImmunoStep, Spain); PE conjugated anti ZAP-70 or
APC-CD38 (BD). Biotinilated goat-anti human ephrinA4
polyclonal Ab (R&D, Vitro, Spain) in the presence of
purified goat IgG immunoglobulins (Jackson Immuno-
Research, Europe) followed by streptavidin (SAV)-
AlexaFluor-488 (Invitrogen).

Quantification of soluble ephrinA4 in serum by
ELISA

Indirect ELISAs were carried out as previously
described [18]. Briefly, plates (MaxiSorp Nunc-
Immunoplates, Nunc) were preincubated with an anti-
human ephrinA4 goat polyclonal antiserum (R&D) for
antigen capture followed by addition of 100 pL serum
samples diluted two to eightfold in binding buffer (TBS,
0.5% Tween 20). After 4h incubation, the bound ephrinA4
was detected by incubating wells with a biotinylated anti-
ephrinA4 antibody followed by SAV-HRPO conjugate
(Jackson-Immunoresearch). Absorbance readings were at
405 nm (reference wavelength 492 nm) on a microplate
reader (Bio-Tek Instruments). Standard curves were
generated with serial dilutions of a recombinant human
ephrinA4 (R&D) (ng/ml).

Integrin activation state and ligand binding
assays

CLL cell suspensions (10° /mL) were preincubated
for 30 min (37°C) in RPMI/2%FCS culture medium,
with or without MnCl, (1mM), containing purified Fc

fragments of human IgG (Jackson). Next, cells were
maintained in the same binding medium and incubated 30
min with recombinant human EphA2 (0.5 pg/10° cells). To
detect activated VLA4, cells were incubated in cold PBS
with PE-conjugated HUTS-21 mAb (Becton Dickinson).
To analyze soluble ligand binding, VCAM-1-Fc were
preclustered with a PE-conjugated affinity pure F(ab’),
fragment goat anti-human IgG, Fc gamma fragment
specific (Jackson Immunoresearch) before addition to the
EphA2Fcc-preincubated CLL cell suspensions.

Fluorescence microscopy studies

Fluorescence microscopy studies were performed,
accordingly, onto 1) paraformaldehyde fixed (4% in
PBS, 30 min) transwell filters from TEM assays, 2)
acetone fixed (10 min) tissue cryo-sections from CLL
lymphadenopathies (7 pm thick; Leica cryo-cutter,—22°C),
3) CLL cell suspensions adhered onto microscope slides
and fixed in paraformaldehyde solution (4% in PBS,
30 min) or 4) CLL-HUVEC co-cultures in 16xwell
glass chamber slides (Corning) as previously described
[16]. FITC coupled TUNEL detection kit was used
according to manufacturer recommendations (Roche).
Immunofluorescence stainings were done in humidified
chambers in 100 pl PBS (0.1%BSA) containing 0.1 pg/
mL antibodies (Supplementary Material and Methods).
Nuclei were counterstained with Hoechst (5 pg/mL, 10
min; Thermofisher). Samples were mounted with a non-
fluorescent anti-fading mounting solution (ProlongGold,
Thermofisher). Confocal images were acquired in a laser
confocal microscope system (Leica, TCS SP2 AOBS;
Flow Cytometry and Fluorescence Microscopy Centre,
UCM).

Image analyses tools and procedures were
performed with Image J (Supplementary Material and
Methods).

Xenograft assays in mice

Germ-free BALB/c mice (Charles River
Laboratories) were intravenously injected through the
tail vein with CFSE prestained (10 uM, Thermofisher)
human CLL cells (20x10° cells per mice) in 20 pl sterile
PBS solution with or without different concentrations
of ephrinA4 purified from serum of CLL patients
(Supplementary Material and Methods). Animals were
sacrificed by anesthesia 48 hours later and cell suspensions
from surgically removed popliteal lymph nodes were
stained with an APC conjugated anti mouse CD45 Ab
(BD), Annexin-PE and 7AAD for flow cytometry analysis
(107 total cells per staining). Human CLL cells were gated
according to positivity for CFSE within the mouse CD45
negative cell population (Supplementary Figure S1). The
minimum number of animals per experimental condition
and CLL sample was prospectively calculated (SPSS
Sample Power 3; power, 0.8; a < 0.05). Animal studies
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were approved by the Ethical and Research Committee in
Animal Experimentation of the Complutense University
of Madrid.

Statistical analysis

All in vitro assays were done in triplicate wells and
results are shown as mean (+SD). Statistical analyses were
performed in SPSS IBM or StatGraphics Centurion XVI.
Spearman correlation coefficient was used to measure
interrelatedness of variables and significance determined by
using the Kruskal Wallis test. Normal distribution of data
was determined by Shapiro-Wilks test. Normally distributed
data were compared by paired or unpaired, accordingly,
two-tailed Student’s z-test [*, P< 0.05; **, P<0.01; ***,
P<0.001; ns, not statistically significant (P>0.05)].
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