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Introduccion

Las moléculas de adhesién son proteinas Ide la membrana
plasmatica que van a mediar adhesidén celular, bien sea entre
células o entre células y componentes de la matriz extracelular.
Estas interacciones celulares van a ser clave en determinar: la
posicidén espacio-temporal celular, la expresion génica organo-
especifica y la proliferacidén celular. Las moléculas de adhesiédn
van a intervenir en procesos fisioldgicos tales como :
embriogénesis, coagulacidén sanguinea, diferenciacién celular,
inflamacién y respuesta inmune; vy fendmenos pétolégicos como

trombosis y metastasis tumoral.

FAMILIAS DE MOLECULAS DE ADHESION

La mayoria de las moléculas de adhesién se pueden clasificar

en cuatro familias:

i.~ Cadherinas
2.- Selectinas
3.~ Inmunoglobulinas

4,~ Integrinas

1.-CADHERINAS

Las cadherinas son una familia de moléculas de adhesidn
dependientes de <calcio, que intervienen fundamentalmente en la
organizacién tisular mediando adhesién homotipica celular
(Takeichi,M. 1991}. Tienen un papel importante .en procesos de
morfogénesis durante el desarrcllo y se ha visto que en adultos la
pérdida de la expresién de la cadherina en tumores epiteliales esta
asociado con un fenotipo més maligno e invasivo (Rosales y col.

1995) .

Las cadherinas se han clasificado en dos grupos: 1)Las

cadherinas N, P, R, B y E se localizan en las uniones de tipo
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adherente y forman asociaciones con el citocesqueleto de actina.
2)Las desmoglinas y desmocolinas son un grupc de cadherinas
asocladas a desmosomas que pueden asoclarse a filamentos

intermedios {Mechanic y c0l.19881).

Estructuralmente se caracterizan por tener un extremo amino-
terminal extracitoplésmico compuesto por la repeticién de un
segmento hasta un total de <c¢inco veces, un segmento de
transmembrana Yy el extremo carboxi-terminal citoplasmico de
aproximadamente 150 amincacidos (fig. 1}. La funcién de adhesidén de
las cadherinas se localiza en el segmento mas amino-terminal,
mientras que los otros segmentos repetidos homélogés contienen los
sitios de unidén de <calcio. El1 dominico citoplasmice de las
cadherinas se unen a un grupo de proteinas intracelulares conocidas
como cateninas a través de las cuales se uniran a los respectives
componentes del citoesqueleto (Gumbiner y col. 1993, Rosales y col.
1995).

2.-SELECTINAS

Las selectinas son moléculas de adhesidén dependientes de
calcio, que se caracterizan por poseer un dominio de tipo lectina.
Son las primeras moléculas que intervienen, mediande 1la unidn
intercelular heterotipica, en el rodamiento de los leucocitos y
plagquetas sobre las células endoteliales en los procesos de

inflamacién (McEver, R.P. 1994, Rosales y col. 1995).

La estructura de las selectinas (fig. 1) inciuye: un extremo
amino-terminal de 117-120 aminocédcidos homdélogo a un dominio de tipo
lectina dependiente de calcio, un motivo de 34—40Iaminoécidos del
tipo del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y cortos dominios
repetidos (de dos a nueve veces) de 62 aminoadcidos con capacidad
reguladora del complemento; un segmento de transmembrana y un corto

extremo citoplasmico (Springer, T.A. 19390).

Hasta ahora tres moléculas se han descrito en esta familia:

1) Selectina-lL (CD 62L o LAM-1) estad expresada constitutivamente en
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la mayoria de los leucocitos y contribuye a la migracién celular
hacia el foco infeccioso. 2) Selectina-E (CD 62E o ELAM-1) se
expresa transitoriamente en células endoteliales después de la

estimulacién con LPS, endotoxina y otras citoquinas comec IL-1 ¥y
TNF-a.. 3) Selectina-P (CD 62P, PADGEM o GMP-140) se encuentra

almacenada en los granulos o de plaquetas y en los cuerpos Weibel-
Palade de las células endoteliales y puede ser rapidamente
movilizada a 1la superficie celular, previa estimulacidén por
productos de la cascada de la coagulacién sanguihea, tales como
trombina, donde va a mediar adhesién de neutréfiios y monocitos
(Rosales y col. 1995, Springer, T.A. 1920, Carlos, T.M. 1894). La
selectina-P y el factor von Willebrand (vWF) son los uUnicos
constituyentes que se colocalizan en los cuerpos Weibel-Palade de
las células endoteliales. E1 almacenaje de la selectina-P es
independiente del VWF, ya gque contiene su propia sefial para ser
reconocida por estos organulos para su almacenaje (Koedam y col.
1992).

Las selectinas reconocen como ligandos motivos sialilados,
fucosilades y sulfatados (con excepcién de la selectina-E) que
pueden aparecer formando parte de glicolipidos o glicoproteinas. La
selectina~E reconcce el tetrasacarido fucosilado' sialil Lewis X
(SLe®* , CD 15s) expresado en neutrdéfilos monocitos y células
asesinas {(natural killer, NK) y el isémerc sialil Lewis A {SLe?)
que se expresa en células tumorales. Otro ligando es el antigeno
gue expresan los linfocitos cutaneos (CLA) con: una estructura
sialilada y fucosilada similar al SLe*. La selectina P y L
reconocen como ligandos el SLe*, SLe® y el trisacarido Le® (CD 15),
asi como diferentes glicolipidos y polisacaridos sulfatados como la

heparina.

Los ligandecs glicoproteicos de las selectinas descritos hasta
ahora son: la glicoproteina homdéloga a la mucina, ligando de la
selectina P (PSGL-1); GlyCAM {(molécula de adhesién dependiente de
glicosilacién-1), CD 34 (sialomucina) y MAdCAM son ligandos para la
selectina L (Springer 1%90, 1994 y 1995; Carlos y Harlan, 195%4;
Rosales y col. 1995; Butcher y Picker, 19%e¢).
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3.-SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Los miembros de esta superfamilia se caracterizan por
compartir el dominio inmunoglobulina, que censiste  en  una

estructura de 90-100 aminocéicidos organizados en una conformacidn de

dos hojas plegadas-p antiparalelas estabilizadas por puentes
disulfure. A este grupo pertenecen moléculas de muy diversa
funcién. Moléculas que intervienen en la respuesta inmune:
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), CD2,
CDh4, CD8 y LFA-3, y otras moléculas con una funcidén mas especifica
de adhesién intercelular: molécula de adhesidén intercelular-1 o
ICEM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102), ICAM-3 (CD?2??), molécula de adhesién
de células endoteliales o VCAM-1 (CD106), molécula de adhesién
celular de plaguetas y células endoteliales o PECAM-1 (CD31}),
CcDh22, N-CBM, MadCAM (Postigo vy Sanchez-Madrid, :1993; Carlos vy
Harlan, 1994}.

ICAM-1 se expresa en leucocitos, fibrobiastos, células
epiteliales N células endoteliales. Tiene cinco dominios
extracelulares de tipo inmunoglobulina, un dominic transmembrana y

un dominio citoplésmico de 28 aminodcidos unido al citoesqueleto de

actina mediante a-actinina. Es ligando para LFA-1. (primer dominio
de inmunoglobulina) y Mac-l1 (tercer dominio de inmunoglobulina).
ICAM-1 también es receptor para rinovirus, concretamente en el
primer dominio de inmunoglobulina sin solaparse cdn la regidn que

une LFA-1 (Springer, 1980).

ICAM-2 se expresa constitutivamente en el endotelio vascular
y esta implicada en la adhesién leucocitaria. Tiene dos dominios de

tipo inmunoglobulina y es ligando de LFA-1.

El aumento de expresién de ICAM-1 en células endoteliales por
causa de citoquinas inflamatecrias, le proporciona un papel
importante a esta molécula en procesos de extravasacién
leucocitaria a sitios de inflamacién; mientras que la expresidn
constitutiva de ICAM-2 por las células endoteliales debe ser
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importante en ia recirculacién linfocitaria =~ a sitios no
inflamatorios. ICAM-1, ICAM-2 y ICAM-3 también soh moléculas que
contribuyen en respuestas inmunes mediando adhesién a LFA-1 en
respuestas antigeno-especifica de células T (Carlos y Harlan, 1994;

Springer, 1995).

VCAM-1 es una molécula que se expresa en células endoteliales
activadas por citogquinas inflamatorias y va a mediar la adhesidn
firme de los leucocitos, mediante VLA-4, al endotelio para su
posterior extravasacién hacia el foco infeccioso. Por “splicing” o
procesamiento alternativo del RNA mensajero de VCAM-1 se encuentran
tres formas segun el numero de dominios de tipo inmunoglobulina:
siete (7D), sels (6D) y tres dominios (3D). VCAM-1 es un ligando
para la integrina a4Pfl (VLA-4) y muy débilmente para ad4p7. En las
tres isoformas de VCAM-1 el sitio de unién de VLA-4 es el dominio 1
de inmunoglobulina exceptuando la iscoforma de siete dominios que

también es el dominio 4 (Carlos y Harlan, 1994; Springer, 1995}.

MAdCAM-1 se encuentra en el endotelio alto de las vénulas de
la mucosa de los nédulos linfaticos (por ejemplo Placas de Peyer) y
estd implicada en el rodamiento y recirculacién de los linfocitos a
través del endotelio. MAJCAM-1 contiene ‘tres dominios
inmunoglobulina y wuna regién homdéloga a la mucina entre los

dominios 2 y 3. MAACAM-1 tiene una funcién dual mediando adhesidn
por un lado a a4Pf7 y por otro a la selectina-L {dominio homéloge a

la mucina) (Carlos y Harlan, 1994, Springer, 1995) .-

PECAM-1 o CD31 esta ampliamente distribuida' en leucocitos,
plagquetas y en células endoteliales (en 1la superficie y formando
parte de las uniones intercelulares entre las células
endoteliales). CD31 presenta seis dominios de tipo inmunoglobulina

¥y se caracteriza por mediar adhesién tante homofilica (CD31-CD31})

comoc heterofilica (CD31-avp3) contribuyendo en procesos de
migracién de los leucocitos a través del endotelio y en el
mantenimiento de la barrera de permeabilidad endotelial durante
este proceso (Carleos y Harlan, 1994; Springer,T.A. 1295; Piali y
col. 1995).
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1
Z _ .
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CADHERINA L-SELECTINA VCAM-1 ICAM-1

Figura 1. Estructuras de algunos representantes de las siguientes
familias de las moléculas de adhesidn: cadherinas, selectinas e
inmunoglobulinas con sus miembros ICAM-1 y VCAM-1. Las 'caracteristcas de
cada una se describen en el texto. '

4.-INTEGRINAS

Las integrinas constituyen una familia de moléculas de
adhesién que participan en numerosos y complejos procesos
biolégicos, que incluyen migracién celular, organizacidén tisular,
crecimiento celular, coagulacién sanguinea, inflamacién, dianas de

reconocimiento para linfocitos T y diferenciacién 'de muchos tipos
I

celulares.
El término “integrina” fue propuesto peor Richard Hynes
(Hynes, 1987) para abarcar en un grupo, a moléculas de

caracteristicas similares con capacidad de integrar el medio
extracelular con el intracelular, transfiriende  informacidn en

ambos sentidos. De tal manera qgue la interaccidn dé las integrinas
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con sus ligandos pueda generar sehales intracelulares que induzcan
cambios en la morfologia celular, expresiéni de genes Y
proliferacién celular. Por otro lado, el estado de la activacién
celular sea capaz de regqular la actividad funcional de estos

receptores en términos de afinidad por sus ligandos.

Las integrinas son una familia de nwléculas:heterodiméricas
glicoproteicas (a/f) de transmembrana celular que 'actian mediando
adhesién célula-célula o entre células y componentes de la matriz
extracelular (CME). La familia de las integrinas comprenden al menos
23 miembros diferentes y estidn formadas por la asociacién no
covalente de una subunidad o, de mayor peso moiecular} Yy una
subunidad B. Las integrinas se clasificaron originalmente en tres
subfamilias basandose en que varias subunidades o se asociaban
especificamente a una subunidad f comin. Pero esta clasificacidn es
cada vez mas compleja debido a la aparicidén de nuevas subunidades f3
y a que algunas de las subunidades a pueden asociafse a diferentes
subunidades P. Actualmente las integrinas se pueden clasificar en

cuatro subfamilias: 1) integrinas i o VLA, 2) integrinas P2 o

1

leucocitarias, 3) integrinas B3 o citoadhesinas, 4)' integrinas f7 o
receptores “homing”, y un grupo heterogéneo 5) donde se incluyen
otras integrinas (Hynes, 1992; Postigo y Sanchez-Madrid, 1993;

Giancotti y Mainiero,19%4}.

1)Las integrinas Bl o VLA pueden asociarse con diez

diferentes subunidades a y son receptores para componentes de la
matriz extracelular (CME)}, asi como para ligandes:celulares. Esta
subfamilia es el objetivo de la Tesis Doctoral y la' haremos mencién

especial mas adelante (tabla 1}.

2)Las integrinas p2 (CD18) o leucocitarias se encuentran
distribuida exclusivamente en las células del sistema inmune y son
fundamentales e imprescindibles para su correcta funcionalidad. En

situaciones de inflamacién y de dafio a tejidos median la adhesidn
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(junto con otras moléculas) de los linfocitos al:W endotelio y su
posterior extravasacién. En procesos de citotoxicidad de linfocitos a

células extrafias o tumorales es imprescindible la interaccién de

ambos tipos celulares mediada por integrinas B2.

Esta subfamilia comprende tres miembros: la mélécula asociada
a la funcién linfocitaria-1 LFA-1 (CD18/CDlla, alf2), Mac-1
(cbls/cbplib, aMB2) y gpl50,95 (CD18/CDllc, axB2). Recientemente se

ha descrito un cuarte miembro aDBf2 {(Wong y col. 1996). Los ligandes
de estas moléculas son miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas expresados sobre otras células: ICAM-1, ICAM-2 vy
ICAM-3 {(LFA-1 y Mac-1); y otros factores solubles% como el factor
de complemento iC3b y fibrindgeno {(tabla 1}.

L.a importancia de las integrinas leucocitarias en procesos
fisioldégicos esta 1ilustrada por los cuadros batolégicos que
presentan la enfermedad conocida como la deficiencié de la adhesidn
leucocitaria congénita (LAD), gue se caracteriza pér mutaciones en
la subunidad P2 (Andersen, 1885; Springer, 193%0; <Carlos y Harlan,
1294).

i

3)Las integrinas de la subfamilia (3 o citoadhesinas (tabla

1), estan formadas por la glicoproteina de plaquetas IIb/IIIa
(aIIbP3) y el receptor para vitronectina (avB3).iLa unién de la

integrina aIIbB3 a sus ligandos fibrindégeno y el factor de wvon
Willebrand va a desencadenar la agregacidén plaquetaria y posterior
coagulacién sanguinea (Phillips y col. 19391). La trombastenia de

Glanzmann, es una enfermedad que se caracteriza poér la alteracidn

de la integrina «IIbPf3, poniendo de manifiesto la importancia de
esta molécula en procesos de coagulacién sanguinea. E1l receptor

para vitronectina avf3 tiene una amplia distribucién en células de
origen mesenquimitico y tiene como otros ligandos: fibrindégeno,
trombospondina, el factor de von Willebrand, etc. Este receptor
puede intervenir en interacciones intercelulares, siendo la

interaccién con estos ligandos dependientes de péptidos RGD. La
1
integrina avp3 juega un papel importante en procesos de
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angiogénesis, permitiendo la interaccién entre las células
vasculares estimuladas por factores de crecimiento 1liberados por
los tumores o los tejidos dafados e inhibiendo la apoptosis de esas
células wvasculares (Varner y ceol. 1985). Tambiénlse ha wvisto 1la
coexpresidén de la integrina avB3‘con la metaloproﬁeinasa MMP-2 en
la superficie de células tumorales invasivas (melanomas) y en la
supérficie de los vasos sanguineos angiogénicos, dando una posible
explicacién a la degradacién de la matriz extracelular y migracidn
celular facilitando la invasién celular (Brooks y?col. 1996). La
subunidad av se puede asociar con mds de una subunidad B (tabla 1)
resultando en la formaciébén de receptores con diferentes
especificidades de ligando (Albelda y Buck, 1990; Giancotti vy
Mainiero, 1994}). i

4) Las integrinas B7 se expresan exclusivamente en leucocitos

y estan implicadas en el “homing” linfocitario. Hay dos miembros de

esta subfamilia: «4B7 (a4Pp) y «EB7 (aHMLB7) vy un posible tercer

miembro reconocido por el AcM OX-62. a4p7 intervieneé en el “homing”

de células T, uniéndose a su ligando MadCBM-1 en el alto endotelic
de las placas de Peyer (mucosa intestinal). ad4fp7 también es capaz
de unir VCAM-1 y la regién C3-1 de fibronectin%. aEB7 es otro
receptor “homing” expresado en linfocitos intraepiteliales (Hogg y
Landis, 1993).

5) En este apartado se incluyen un grupo ; heterogéneo de
miembros de las integrinas que se han caracterizado recientemente
con la aparicién de nuevas subunides B asociandose con nuevas
subunidades o u otras ya caracterizadas. En la tabla 1 se muestran

cuales son estos miembros y sus ligandos descrites.
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SUBUNIDAD [} SUBUNIDAD a

LIGANDOS

B4 o6
1
2
3
p1 5
7
aB
a9
4
B7 IEL
B5
pe v
B8
B3
ITb

L
oM
X

Kalinina, merosina, laminina (p4)
Laminina, merosina (B1l) '
Celageno, laminina

Colé&geno, laminina '
Colageno, laminina, fibroﬁectina
Fibronectina (RGD) ;
Laminina

Fibronectina, Laminina, Tenascina-C
Laminina, col&geno, ostecpontina
Fibronectina, VCAM-1, o4 |

?

Fibronectina (B1)
Vitronectina (fi5)
Fibronectina (p6) :

? (B8}
Vitronectina, fibrinégend, fibronectina,
trombospondina, factor Von Willebrand{fi3)

Fibrinégeno, fibronectind, vitronectina,
factor Von Willebrand, trombospondina

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3

ICAM-1, fibrinégeno, componente C3b del
complemento inactivo,factor Xcoagulaciédn

Fibrindgeno, componente C3b del
complemento inactivo

Tabla 1. Clasificacién de los miembros pertenecientes a las distintas
subfamilias de las integrinas y sus ligandes caracterizadés.

10 !




_introduccion

INTEGRINAS p1 (CD29) o VLA

Las integrinas VLA (very late antigen) reciben este nombre
por que los primeros miembros se describieron como antigenos que

aparecian en linfocitos en cultivo varios dias después de 1la

activacién con mitdgenos. La subfamilia de las intégrinas VLA o PB1
estd muy ampliamente distribuida en la mayoria de los tipos
celulares y son receptores celulares para componenﬁes de la matriz
extracelular como coligeno, fibronectina, laminina,y vitronectina,
ademads de VLA-4 gque reconoce fibronectina y también un ligando
intercelular (VCAM-1) sobre la superficie de células endoteliales

activadas por citoquinas. Hasta ahora se han descrito diez

subunidades a distintas asociadas a la subunidad Bllcoman.

*VILA-1, @lPfl o CD4%a/CD29: originalmente se ;describid sobre
linfocitos T como un antigeno de aparicién muy tardia (2-4 semanas)
después de la activacidn con mitdégenos o aloantigenos.
Posteriormente se detalldé su expresidén sobre otros muchos tipos
celulares, como por ejemplo melanomas y neuroblastomas. VLA-1 media
adhesién a colégeno y laminina. Su peso molecular es en condiciones
reductoras 210kDa/130kDa y en no reductoras 200kDa/110kDa. El1 sitio

pricipal de unién de laminina y coldgeno a esté localizado en el

dominio I de la cadena al (Calderwood y col. 1997):

' . - 1 . 1}
La adhesién a coldgeno y/o laminina via VLA-1 1interviene en
procesos de captacién de células T tanto en el pulmdén en individuos
normales, como en el liquido sinovial en casos de artritis

reumatoide (Hemler, 1980).

En varios trabajos se ha puesto de manifiesto el papel
fundamental para VLA-1 en procesos de diferenciacién vy funcién
celular, comec por ejemplo la sobreexpresidén de VLﬁ—l el lineas de
neuroblastoma humanas, o la pérdida de expresién en caso de
fibroblastos transformados de roedores. En varios de estos casos
los cambios en la expresién de VLA-1 vienen acompafiados de cambios
opuestos en los niveles de VLA-2 y/o VLA—3T La expresidn

diferencial del hetercdimero VLA-1 por parte de las células

11
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endoteliales de diferentes tipos de vasos sanguineos, vy 1la

regulacién de la expresién en presencia de citoquinas como el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), sugiere un papel
especifico de esta integrina en la funcién endotelial (Hemler,

1990; Defilippi v col. 1991).

*VLA-2, 2Bl o CD4Sb/CD29: se describid inicialmente en
linfocitos T con un largo tiempo de activacidén. Después se encontrd
en plaguetas y otras lineas celulares. B3Su pesb molecular es
165kDa/130kDa en condiciones reductoras y de 160kDa/110kDa en
condiciones no reductoras. VLA-2Z es receptor p?ra coligeno vy
laminina, aunque la capacidad de wunién a cada ligando es

dependiente del tipo celular que se trate (Hemler, 1990).

Tanto para VLA-1 como VLA-2 el sitio principal de unién de

coladgeno estd localizado en los dominio I de ilas respectivas

subunidades o {(Calderwood y col. 1997).

*VIA-3, a3l o <CD49c/CD29: tiene un peso molecular de
150kDa/110kDa en condiciones no reductoras. Los ligandos de VLA-3
son: colageno, fibronectina, laminina y Kalinina. La expresién de
VLA-3 es dependiente de la linea celular gue se estudie, pero esta
relacionada positivamente con la adherencia de las células a un
sustrato. De tal manera gque la pérdida de adhérencia de esas
células o células gue crecen en suspension tienen niveles bajos de

VLA-3 (Hemler, 1990; Giancotti y Mainiero, 1994},

*VILA-4, o4Pfl o CD49d/cD29: la subunidad a4 puede sufrir un
corte proteolitico en su extremo C-terminal dando lpgar a formas no
cortadas de 150kDa de peso molecular, asi come dos fragmentos de
80kDa (N-terminal) vy 70kDa (C-terminal). Se exprésa en una gran
variedad de células como melanomas, c¢élulas T, Células B, monocitos
y células derivadas de estas. VLA-4 media adhesién a fibronectina
(RGD-independiente} y adhesidén intercelular a través de VCAM-1
expresado sobre el endotelio activado por citoquinas (Albelda vy

Buck, 1990; Hemler, 19%90). .

12
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VLA-4 tiene un papel en el proceso de citolisis interviniendo
en la interaccién heterotipica entre células f—citoliticas V%
células B diana. VLA-4 también media adhesién Homotipica entre
lineas celulares T © B. En procesos inflamatorios, VLA-4 expresado
en linfocites (Jjunto con otras moléculas de adhesién) es capaz de
inducir adhesién firme a VCAM-1 expresado sobre él endotelio, vy
favorecer la migracién hacia el foco infeccioso donde se
desarrellard la respuesta inmune adecuada (Campanero y col. 1990;
Hemler, 1990). En los mismos procesos se ha visto gue VLA-4 es
capaz de mantener el rodamiento de linfocito% sobre VCAM-1
purificado o expresado sobre endotelio activado (Albn y ccl. 1995).
También se ha implicado el par de adhesién VLA;4—VCAM—1 en la
micgénesis (Rosen y col. 1992) y en la inhibicidén de la metéstasis

tumoral en células de melanoma {(Qian y col. 1294).

a4 también puede unirse a [7 formando el réceptor “homing”
anteriormente mencionado. Tanto las integrinas a4f7 como ad4fl son

capaces de unirse a la subunidad a4 sobre la superficie de otras
células, lo gue sugiere un papel novedoso en la regulacidén de las
interacciones de los linfocitos durante las respuestas inmunes

(Altevogt y col. 1895).

*VLA-5, o5B1 o CD49e/CD29: es el receptor “universal” para
fibronectina (RGD-dependiente). Esta ampliamente distribuido y su
peso molecular es en condiciones reductoras de 155kDa/110kDa.
Recientemente se ha descrito un ligando celular para VLA-3
denominado L1, que es una inmunoglobulina de transmembrana celular
que se distribuye en células inmunes y neuronales' (Ruppert y col.

1995).

VLA-5, entre otras funciones, se ha relécionado con la
maduracién y activacién de leucocitos. Por otro lédo, VLA-5 se ha
visto implicado en ciclos de endocitosis-exocitosis, sugiriendo un
mecanismo por el cual VLA-5 podria ser repuesto eniel borde de una
célula en movimiento de tal manera que seria capaz de generar
nuevas adhesiones y asi facilitar la migracién éelular (Hemler,

1990) .

13
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*VLA-6, a6PBl o CDA9f/CD29: estd ampliamente distribuida, y es
receptor para laminina y nmerosina. Su pesc molecular es de
140kDa/110kDa en condiciones no reductoras. Los fragmentos de
reconocimiente de VLA-6 en la laminia son distiﬁtos a los que

utiliza VLA-1 (Hall vy col. 1980). i

o6 también se asocia con la subunidad BQA teniendo como
ligandos laminina, merina y Kalinina {(Hemler y col. 1989%9; Hemler,

1990; Giancotti y Mainiero, 1994).

*VLA-7 o a7Pl, receptor para laminina.

*WLA-8 o aBfil es receptor para fibronectina; vitronectina y
tenascina-C (Schnapp y col. 1995). Se expresa en muchos &érganos en
desarrolleo y particularmente en el rifidn, donde 'juega un papel
importante en las interacciones entre las células epiteliales vy

mesenguimaticas (Miller y col. 1995).

*VLA-9 o a9Pl estd expresada por un gran numero de tejidos y

es receptor para colédgeno y laminina de una manera RGD-
independiente (Forsberg y col. 1994). Recientemente se ha
caracterizado una forma de unidén dependiente de péptidos RGD con el
dominio N-terminal de la molécula osteopontina, gque es una
glicoproteina adhesiva implicada en numerosas enfermedades

asociadas con inflamacién (Smith y col. 19356).

*avBl o CD51/CD29 es receptor para fibronectina. av se puede

unir a varias subunidades B (B5, B6, P8 y PB3) conferiéndole

distintas especificidades de ligando (Giancotti y Maniero, 1994).

ESTRUCTURA DE LAS INTEGRINAS

lLas integrinas estan formadas por la asociacién no covalente

de una subunidad @ y una subunidad . BAmbas rsubunidades son

glicoproteinas de transmembrana formadas por un extremo C-terminal

14
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intracitoplasmico, que puede asociarse o no con el citoesqueleto de
actina a través de las proteinas talina, vinculina o a-actinina, una

regién muy corta hidrofdbica de transmembrana y una;larga regién N-

terminal extracelular.

1) Subunidades a. E1 extremo N-terminal estd constituido por

la repeticién, hasta un total de siete veces, de un segmento
homologo con el dominio de unién de cationes divalentes mano—~EF
(EF-hand) . En realidad solo los dominieos 4-7, y en algunos casos 5-
7, son los que guardan mayor similitud y son los que le van a
conferir 1la propiedad de wunir cationes divalentes, condicién
indispensable para la funcionalidad de 1las integrinas. Estos
médulos estédn compuestos por 12 aminoacidos que ¢ontienen 5 o 6
residuos oxigenados que sirven como sitios coordinédores de calcio
en otras proteinas como calmodulina, troponina-C y parvalbdmina.
También se ha sugerido gue esta regidén sea ei sitio fisico
importante para la unidén de las integrinas a sus ligandos (Tuckwell

y col. 1993; sSénchez-Mateos y col. 19596).

ciertas subunidades «: a«l, a2, oL, oM y ax, contienen un
dominic intercalado entre los dominios 2 y 3 de EF-hand, conocido
como dominio-insertado o dominio-I. Este dominio-I (180-200
aminocadcidos) es homdélogo al dominio-A del factor de; von Willebrand.
Este motivo se ha encontrado en otras proteinas, tales como 1la
proteina de la matriz del cartilage, factor B y colageno VI donde
se ha implicado en unién de colageno y moléculas del complemento.
Hay dos hipdétesis acerca de la funcidén del dominio-I: 1)pueda ser
un elememto meramente estructural o 2)que pueda intervenir en la
unién de iones metalicos y en la unidn del ligando #Tuckwell y col.

1993; Hogg y col. 1994; Kern y col. 1994; Calderwood y col. 1897}.

Las subunidades a gue no poseen el dominio I; a3, a4 ad, a§,

a7, a8, allb y av presentan un sitio de escisidén de proteasas, que
se encuentra entre los dominios EF-hand vy la regién de
transmembrana. es el resultado de una divisién post-transduccional

en un sitio conservado dando lugar a dos :cadenas unidas

covalentemente por un puente disulfuro (fig. 2).,6 a4 presenta un
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sitio de divisién alrededor de la mitad de la molécula dando lugar
a dos fragmentos de 80kDa y 70kDa de peso molecular (Hemler, 1990;
Tuckwell y col. 18583). !

El dominic citoplésmico es cortc de apréximadamente 30
aminoacidos y Jjuega un papel importante en 1la regulacién de la

funcién de las integrinas (Tuckwell y col. 1993)

2) Subunidades . Las subunidades B de las integrinas estan

compuestas por alrededor de 800 residuos, excepto B4 gque es més
larga debido a su extremo citoplésmico. En el extremo N-terminal,
correspondiente a la regién extracelular, se encuentra un segmento

de 200 amincécidos que estd altamente conservado entre las

distintas subunidades B y es la regidén implicadaien la unién al

t

ligande. En esta regién la subunidad B puede presentar un sitio de
unidén de cationes divalentes (Loftus y col. 1980; Tuckwell y col.

1293; Lin y col. 1997).

En la regién C-terminal del dominio extracelular se encuentra
una regién rica en cisteinas (posible puentes disufuro) formada por
cuatro dominiocs homélogos al factor de crecimiento epidérmico
(EGF). La caracterizacién pioquimica sugiere que la porcién amino-
terminal de la molécula estd plegada en forma de lazo, estabilizado
por puentes disulfuro formados entre cisteinas cercanas al amino-
terminal con otras situadas en el primer dominio repetido rico en
cisteinas (fig. 2). El extremo citoplasmico puede asociarse con el

citoesqueleto de actina a través de las proteinas talina, vinculina o
a-actinina (Albelda y Buck, 1990; Hynes, 1992; Tuckwell y col.
1993).

l

Se han observado variabilidad en las ' subunidades f
correspondientes a la misma subfamilia debidoi al “splicing”
alternativo en regiones extracelularesde P7 y citoplasmicas de fB1,

B3 y B4 (Tuckwell y col.1993; Languino y Ruoslahti,i992).
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Dominio T Dominics de Escisidén |
{al,a?,al, o unién de por
M, ax) cationes proteasas
divalentes

Subunidad o

Regidén

. . t'd I_ - z >
Dominios repetidos (I-VII) citoplésmica

Subunidad p

Dominios
ricos en
cisteinas

Figura 2. Representacién estructural de los dominicos que formas las
subunidades o y § de las integrinas,

3) El1 heterodimero integrina. La asociacién de una subunidad

o con una subunidad f§ para formar el heterodimero integrina es
dependiente de cationes divalentes y  parece ser mediada
predominantemente por los dominios extracelulares de las dos
subunidades. Estudios de microscopia electrénica ﬁan mostrado que
el heterodimero tiene una cabeza gleobular scstenida por des tallos
que se extienden hasta la membrana plasmatica. Este modelo implica
que la cabeza globular estd formada por los extremos amino-terminal
de ambas subunidades conteniendo el sitioc de contacto con el
ligando y los sitios de unién de cationes divalentes.

Excepciconalmente, en algunos casos el ligando se une a una regidn

de tipo EF-hand de la subunidad «, sin intervencién de la subunidad

B (Weisel y «c0l.1992; Tuckwell y c0l.1993). .Al microscopio
electrénico, se observa colocalizacidn de los extremos
citopléasmicos de las integrinas y citoesqueleto, pﬁdiendo llegar a

formar focos de adhesién. Estas estructuras 'representan la

asociacién del extremo citoplésmico de las . integrinas al

citoesqueleto de actina a través de proteinas del citoesgueleto
como talina, wvinculina y a-actinina (fig.3}. Una .excepcidén es la

integrina a6P4, cuya subunidad B tiene un largo dominio
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1 .

citoplasmico, que interacciona con filamentos intermedios ascciados

a hemidesmosomas. MAs adelante veremos el flujo bidireccional de
1

informacién a través de estas estructuras (Hynes,13992).

Region de union al
ligando
Subunidad 3 Subunidad o
|
Dorminio
L extracelular
Dominios ricos en .
cisteinas )
Lugar de escisién i
Membrana
T
Talina —
Vinculina : _Donmuo
' geactininag . intracelular
/AERRER é
( Citoesqueleto de actina ) f

Figura 3. Esquema bidimensional de una molécula de integrina
dispuesta sobre la superficie celular.

REGULACION FUNCIONAL DE LAS INTEGRINAS

Las integrinas se pueden encontrar sobre. la superficie
celular en diferentes estados de activacién, lo gque representa que

las integrinas van a tener distintas capacidades de unirse a sus
|
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respectivos ligandos, al contrario de lo que ocurre con otras
moléculas que por el mero hecho de presentarse en la superficie
celular van a tener la capacidad de realizar sus  funciones. Todo
esto sugiere gque la unién de las integrina con 'sus respectivos
ligandos es reversible, y va a necesitar de la activacién de las
integrinas para gue se produzca una interaccién estable. La
activacién de las integrinas requiere de un metabolismo celular
activo, como se demuestra utilizando bloqueaderes de la produccidn
de ATP celular o temperaturas més bajas que la, 6 fisiolédgica, ¥y
citoesqueleto intacto. La activacidén de las inte@rinas puede ser
modificada tanto por estimulos extracelulares Comé intracelulares

(Campanero y col. 1990; Dransfield y col. 1990; Heag vy col. 19954).

L.a activacién de las integrinas se refleja €n un incremento
en la afinidad de la integrina por el ligando y puede ser debido a
un cambic conformacional directo sufrido por él receptor que
favorece la interaccién con el ligande. Hay wvarios tipos de
estimulos, tanto extracelulares come intraceluiares, gue son
capaces de inducir ese aumento en la afinidad de ;a integrina por

el ligando. '

Independientemente del grado de activacién de las
integrinas, la adhesién celular a ligandos de< integrinas va
depender de la relacién entre la afinidad de las .integrinas y la
avidez <celular. El incremento eﬁ la avidez . es debido al
reagrupamiento de los receptores o “clustering” y/0o posterior
aplanamiento celular o “spreading” sobre el susﬁrato. En este
caso, el aumento de la adhesién celular va a ser dehido simplemente
por el incremento en la probabilidad de las interacciones
integrina-ligando, sin afectar a la afinidad del réceptor. En este
reagrupamiento intervienen proteinas del citoesqueleto asociadas a
las integrinas. En ensayos in vitro se utilizan: los ésteres de
forbol para inducir este efecto sugiriendo la actuacién de enzimas

de tipo kinasas {al menos la proteina kinasa C).

Conclusién: la adhesién celular mediada por integrinas va a
depender de una relacién favorable, impuesta tanto por estimulos

intracelulares como extracelulares, entre avidez/afinidad: las
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integrinas pueden encontrarse en un estado de baja afinidad, pero
puede inducirse tal aumento en la avidez celular que sea capaz de
ejercer un efecto neto de adhesién celular; o la adhesién puede
venir mediada directamente por una alta afinidad d? las integrinas
por sus ligandos.

Las integrinas no funcionan meramente como receptores de
adhesién celular, sino gque juegan un papel muy importante en la
sefializacién bidireccional con el microambiente éxtracelular. Un
tipo de sefializacién es la gue va en el sentido extra-intracelular
(outside-in) y se refiere a aquellos eventos fisidlégicos que son
descargados hacia el interior celular a partir de la interaccidn
integrina-ligando. Algunos de estos incluyen el reagrupamiento
(clustering) de las integrinas en contactos focale?, fosforilacién
de proteinas intracelulares, cambios en el pH ~intracelular e
incremento en la transcripcién génica. Un segundo tipo de
sefializacién es intra-extracelular (inside-out), ' se refiere al
hecho de que agentes solubles extracelulares van a ser capaces de
modificar la actividad de las integrinas uniéndose a sus receptores
celulares seguidoe de los <clasicos sistemas de sefializacidn

intracelular (Stuiver y 0‘Toole,1995).

1) ACTIVACION DE LAS INTEGRINAS POR ESTIMULOS EXTRACELULARES.

Los estimulos extracelulares que afectan directamente a 1la
activacién de las integrinas a través de un cambio, conformacional,

son los siguientes:

*Cationes divalentes

*AcM

*Activacidén por sus proplos ligandos
*Activacién por proteolisis

a) Cationes divalentes

¢

La correcta funcionalidad de las integrinas, como la
capacidad de interaccién integrina-ligando y localizacidén celular,

depende de la presencia de cationes divalentes en el medio
i
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extracelular. Estos ilones se van a unir a los dominios V-VII o IV-

VII y posiblemente al dominio I de la subunidad o, en algunos casos

a la subunidad B. Comc regla general, aunque hay excepciones, el
Mg?*, en un rango de concentraciones de milimolar; va inducir 1la
activacién de 1las integrinas favoreciendo 1la unién integrina-
ligande, mientras que el ca’* o 1la ausencia total de cationes
divalentes wva a inactivar su funcién. E1 Mn”’les un potente
inductor de la activacién de 1las integrinas en un rango de

concentracién de micromolar. Fisiolégicamente la concentracién de

Mn®’* es de 1-15uM, llegando a 50pM en ciertos microambiente como en
el hueso (Hemler y col. 1990; Dransfield y col. 1992; Dransfield y
col. 1992; Arroyo y col. 1993; Stuiver y O'Toole, 1995; Sé&nchez-
Mateos y col. 1996). '

Los residuos de las integrinas due uneﬁ los cationes
divalentes y las secuencias en los ligandes. (RGD), deben
simultaneamente coordinarse con un Unico sitio de .unién. De hecho
datos recientes sugieren la formacidén de un complejo ternarioc entre
integrina, ligande y cation, de tal manera que el tipo de catién
unide, y el desplazamiento de los cationes del complejo ternario
dictan el reconocimiento y la afinidad de la iﬂtegrina por el

ligande (Tuckwell y col. 1993; Stuiver y 0’'Toole, 1995).

b) Anticuerpos Monoclocnales

Los RAcMs que reconocen las distintas subunidades de 1las
integrinas se pueden emplear simplemente como mércadores de la
presencia de las integrinas, o interesantemente pueden afectar a la
funcionalidad de las integrinas. Otro grupo de Achs con una gran
utilidad son los que reconocen estados concretos de activacién de
las integrinas, que pueden coincidir o no con el grupo de AcMs que
reconocen epitopos en la integrina que aparecen deépués de haberse

unido al ligando (LIBS: ligand induced binding sites).

Los AcMs inductores de la activacién de las integrinas se
unen a la subunidad correspondiente e inducen un cambio

conformacional de la misma que representa un aumento en la afinidad
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de la integrina por el ligando. Varios AcM anti—Bﬁ: P41, Ab 62 vy
D3GP3; y AcM anti alIIb, inducen un aumento en la wunién de
fibrindgeno a aIIbB3 en reposo y estimula agregaéién plaguetaria
(Stuiver y O’Toocle, 1995). Diversos AcM anti-f1 .son capaces de
inducir cambios conformacionales que lleve a unl aumento en la
afinidad de las integrinas VLA por sus ligandos: SAé (Kovach y col.
1992), TS82/16 (Arroyo y col. 1993). El AcM anti-f2 NKI-L16,

reconoce un epitopo dependiente de Ca’* e induce adhesién mediada

por alLP2 (van Kooyk y col. 1991).

Los AcMs que reconocen estados funcionales de las integrinas
son muy Utiles a la hora de identificar el estado de activacién en
el que se encuentran las integrinas e identificar que estimulos y
bajo que condiciones se producen los cambios en la afinidad por los
ligandos. Hasta el momento se han descrito AcMs de este tipo solo
para las integrinas B2 y B3, siendo uno de los oﬁjetivos de esta

tesis obtener AcMs de estas caracteristicas para las integrinas BI1.

El AcM PACl1 reconoce estados activados de la integrina oIIbB3
(Shattil y col. 1985}). E1l AcM 24 reconoce un epitdpo comin en las
tres subunidades o de las integrinas leucocitdrias cuando se

encuentran en un estado de alta afinidad (Dransfield y Hogg, 1989).

Los AcMs anti-LIBS reconocen epitopos en la integrina después
de haberse unido a su ligando y tienen la propiedad de estabilizar

la conformacidén de alta afinidad y mantener la unién al ligando.

|
Por ejemplo el AcM 24 en integrinas P2 (Cabafias y Hogyg, 1893).

¢) Activacién con ligandos propios y péptidos}miméticos

La unién de los ligandos o sus péptidos miméticos a las
integrinas pueden alterar su conformacidn inducieqdo un estado de
alta afinidad por el ligando. Se ha propuesto qué las integrinas
estan en equilibrio entre muiltiples estados conformacionales que
son bioguimca e inmunolégiamente distintos. Estos incluyen desde el
estado en reposo (resting), que puede unir ligande inmobilizado,
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pero no soluble, hasta la conformacién activa que puede unir
ligando soluble. Segin esto, se ha propuesto qgue ' los ligandos vy
péptidos miméticos se unen con baja afinidad a las conformaciones
en reposo y esto hace que cambie el equilibrio a favor de una
conformacién activa de la integrina, 1llevando & una situacidén
ligando-integrina més estable. Se han hecho numerosos experimentos
con el péptido RGD, que es la secuencia que reconocen algunas de
las integrinas en sus respectivos ligandos (Stuiver y O0’Toole,

1995; Sanchez-Mateos y col. 1896). '

d) Activacién por proteolisis.

Se ha vwvisto como el tratamientoc de plaqueﬁas o membranas

plagquetarias con quimiotripsina induce un aumento en la afinidad de

la integrina alIIbB3 por su ligando fibrinégeno. El mecanismo por el
cual esta sucediendo no estad muy claro, pudiendo ser: por un lado
afectar al estado conformacional de la integrina, o por otro la
eliminacién de secuencias reguladoras negativas (Stuiver y O Toole,

1995).

2) MODULACION DE LA AFINIDAD DE LAS INTEGRINAS A TRAVES DE
SENALES INTRACELULARES (inside-out). |

Los dominios citopladsmicos de las subunidades a y P de las
integrinas no tienen actividades enzimidticas intrinsecas, pero
parecen funcionar como nucleo centralizador de granﬂes complejos de
proteinas conteniendo elementos del citoesqueleto vy proteinas
enzimaticas sefializadoras que va a ser fundamental ‘en los procesos
de seflalizacidén mediada por integrinas tanto delftipo outside-in

como inside-out(Clark y Brugge, 1993}.

Los agonistas solubles que son capaces de activar integrinas
no lo hacen directamente, sino gque lo hacen uniéndose a sus
receptores celulares seguido de los clésicoé sistemas de
seflalizacidén intracelular. Los dominios citoplasmicos de las

integrinas son accesibles para estos eventos y parece ser (gue s3on
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los responsables de la sefializaciédn inside-out y de . los posteriores
canbios conformacionales de las integrinas. Géneralmente las
proteinas G y las tirosinas kinasas son las que traducen esas
seflales que resultan en la activacién de fosfolipasa C (PLC),
cambios en el calcio citosdélico y activacién de proteinas kinasas

1
celulares (Stuiver y O'Toole, 1995; Schwartz y col. '1995).

En el dominio citopldsmico de la subunidad f# de las
integrinas hay un conjunto de dos o tres residuos hidroxiladoes
altamente conservados que han sido implicados en la regulacidén de

la adhesién y afinidad por el ligando. En la posicidén mas N-
terminal del extremo citoplamico de la subunidad o, se encuentra el

motivo conservado GFFKR implicadoe en el matenimiento de 1la

integrina en estado de baja afinidad (Stuiver y O Toole, 1995).

El “Modelo de la Activacién Fisioldgica” de las integrinas a
partir de sus elementos citopléasmicos contempla:l la actiwvacidn
fisiolégica de las integrinas es especifica del tipo celular,
dependiente de energia y requiere secuencias citoplésmicas de ambas
subunidades. Los elementos intracelulares gue se vén a unir a los
extremos citoplésmicos de las integrinas van a determinar el estado
de activacién de las integrinas. Estos elementos fo#man el complejo

activador de las integrinas (C.A.I.) y pueden estar formado por

calreticulina, talina, a-actinina y la kinasa FAK. Esta interaccién
provoca cambios en la conformacién de los extremos citopléasmicos de
las integrinas, lo cual provocard un cambio confoimacional en la
regién extracelular de la integrina que permitira la unién de la
integrina al 1ligando. Alternativamente 1los compléjos reguladores
podrian incrementar la adhesién celular a través de; reagrupamiento
o multimerizacién de las integrinas (Stuiver yi 0" Toole, 1995;

Schwartz y col. 1993}.

Entre las seflales celulares gque inducen la modificacidén de la

afinidad de las integrinas se encuentran:
|
* Regulacién por modificaciones covalentes (ésteres de forbol)

* Regulacidén por lipides
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* Regulacién por citoquinas y quimoquinas

* Calcio intracelular

a) Regulacién por modificaciones covalentes (ésteres de
1

forbol} .

Muchos agentes modifican 1la afinidad de ‘las integrinas
fosforilando los residuos citoplésmicos de las integrinas. Estos
residuos potencialmente fosforilables son: serinas (ser), treoninas
{thr) y tirosinas {tyr). Estos activadores inducen senales
intracelulares y metabolitos que indirectamente activan proteinas
kinasas causantes de la fosforilacién de dichos residucs.
Experimentalmente, los ésteres de forbol tales comq el PMA o PdBu,
gue son potentes activadores de la proteina kinasalc {PKC), se han
utilizade en diferentes sistemas celulares como agentes inductores
de la adhesién celular mediada por integrinas.j Dos mecanismos
pueden estar implicados en ese aumento de la adhesidén celular
mediada por integrinas a través de los ésteres| de forbol: 1)
induccién de los receptores a un estado de ,alta afinidad,
probablemente por cambio conformacional de las moléculas (Lollo ¥y
col. 1993). 2} El1 aumento de adhesién puede venir dado también por
eventos que ocurren después de la unidn de la integrina al ligando,
tal como 1la induccién del citoesqueleto a inducir “spreading”
(aplastamiento) celular (Faul y col. 19294). Todo €llo hace pensar
que la fosforilacién de los residuos en el extremo citoplasmico de
las integrinas es crucial para obtener el estado ée alta afinidad
por el ligando. Experimentalmente se visto una correlacién entre la
actividad de PKC y la regulacién positiva de la; funcién de las
integrinas (Stuiver y O Toole, 1995). i

En integrinas Pl se ha visto que la adhésién celular a
ligandos para integrinas de la matriz extracelular puede ser
aumentada por activacién con PKC. Estudios de mutagénesis han

desvelado la implicacién de dominios citopléasmicos de las
subunidades o en la regulacién de la funcién de adhesidén de las

|
integrinas en este sistema. Se ha demostrado ¢omo las formas
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truncadas de las subunidades a2, 04 y 06 inhiben la adhesién

estimulada por ésteres de forbol. Miéntras que las formas truncadas
de a5 y ol no tenian ningin efecto. Deleciones' en el extremo

citoplasmico de la subunidad Pl tenia efectos variables en 1la

adhesién a fibronectina (Stuiver y 0 Toole, 1890).

b) Regulacién por lipides

Hay casos en los gque tanto la composicién Igeneral de 1los
lipidos como 1la alteracién en la composicidn lipidica de 1la
membrana celular, son capaces de regular o alterar la funcién de
las integrinas. El factor de modulacién de la integfina (IMF-1), es
un lipido de nueva sintesis como resultadoe de la estimulacidn por
agonistas en neutrdéfilos. IMF-1 incrementa la avide% de oMB2 de los
neutréfilos por los eritrocitos recubiertos por C3bi (Hermanowski y

col. 1992; Stuiver y QO Toole, 1885).

@) Regulacién por citoquinas y quimoquinas

Varias citoquinas y quimoguinas son capaces de regular el
estado de activacién de las integrinas. En procesos inflamatorios

la activacién de monocitos y neutréfilos por mediadores

inflamatorios tales como TNF-«, CS5a o fMet-Leu-Phe es necesaria

para la adhesién mediada por integrinas f§1 y P2 al endotelio y su

posterior transmigracién (Zimmerman y col. 1992).

d) Calcio intracelular i

Recientemente se ha demostrado que un incremento en 1la
concentracién del calcio en el citosol <celular, utilizando
ionéforos de calcio tales come BA23187 e Ionomicina, aumenta la

activacién de las integrinas {(Hartfield y col. 19935.
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'

SENALIZACION INTRACELULAR A TRAVES DE INTEGRINAS (outside-
in).

La asociacién de proteinas del citoesqueleto y elementos
sefializadores con los extremos citoplasmices de las integrinas es
importante para la sefializacién bioquimica del ¢tipo outside-in.
Después de la unién de la integrina a su ligando; ésta sufre un
cambio conformacional que favorece la interaccién de proteinas del
citoesqueleto con los dominios citoplédmicos de las integrinas. Todo
ello determinard la reorganizacién del citoesqueleto junto con las
integrinas. Se puede llegar a inducir el clustering de las
integrinas e incluso spreading celular en sitios de. contacto intimo
entre citoesqueleto y matriz extracelular, conocidos como contactos
focales. Agui se dan lugar, aparte de las proteinas estructurales
talina, o-actinina, wvinculina, paxilina y tensina, los eventos
sefializadores como proteinas kinasas FAK y ppGOSrci Tambiéﬂ, se ha
visto una proteina de 60 kDa homdloga a una pfoteina que une
calcio, calreticulina, unida al dominio KXGFFKR de los extremos
citoplasmicos de las subunidades o (Rosales y col. 1995; Stuiver y

0 Toole, 1995; S&nchez-Mateos y cecl. 1996).
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Modelo estructural de los focos de adheéién

Ligandos

=

Talina JPaxilina
Vinculina
ensina
~actinina
Actina
Figura 4. Elementos estructurales implicados en los focos de
adhesidn. La unién de las integrinas a sus ligandos induce la

reocrganizacién de los distintos componentes del citoesqueleto.

La fosforilacién de proteinas es uno de los eventos mas
inmediatos detectados en respuesta a la estimulacién de integrinaé.
La kinasa asociada a los focos de adhesién de 125 kDa FAK o ppl25™F

forma un complejo de kinasas que se colocalizan junto con el

extremo citopldsmico de la subunidad B directa o indirectamente a
través de interacciones con componentes del citoesqueleto como
consecuencia de la adhesién celular mediada por integrinas o el
clustering de las integrinas inducido por la unién al 1ligando

(Clark y Brugge, 1995; Schwartz y col. 1995).

El incremento de fosforilacién en tirosina €sta asociado en
primer lugar con un incremento en la autofosforilacidén de FAK y
posterior actividad hacia sustratos exdgenos. Las proteinas del

citoesqueleto paxilina y tensina se encuentran en los contactos
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focales y son sustratos para FRK. La paxilina se une a vinculina Yy

se fosforila en tirosina en células adherentes. La ,tensina también

se fosforila en tirosina en células adherentes y es capaz de formar

complejos de seflalizacién con otras proteinas fosforiladas en
1

tirosina por su dominio SH2 (Clark y Brugge, 1995).

La forma fosforilada de FAK se puede asociar a tirosinas
kinasas de la familia src (Syk) por el dominio SH%. lL.a ascciacién
entre FAK y los miembros de la familia src ;incrementan la
fosforilacién de FAK lo que puede crear sitios de unién con el
dominio SH2 para otras proteinas (Rosales y col. 1995; Schwartz vy

col. 1995).

Hay proteinas tirosinas fosfatasas que participan en la
sefializacién de las integrinas. Hasta ahora se han descrito dos:

CD45 en linfocitos y PTP1B en plaquetas (Clark y Brﬁgge, 1995).

Hay proteinas adaptadoras que estan compuestas exclusivamente
de dominios SH2 y SH3, que han sido implicadas en la interaccidn
proteina-proteina en la cascada de sefializacién intracelular
mediada por integrinas. Una de estas proteinas es Grb2 (proteina
gue une el receptor del factor de crecimiento), qﬁe une FAK a un
activador de Ras mS0S1l, factor de intercambic de guanina,
convertiendo el inactive Ras-GDP & activo Ras-GTP. Crk es otra
proteina adaptadora, asociada con la forma fosforilada de 1la
paxilina, que puede activar Ras a través de la proteina de
intercambio de guanina C€3G. Grb-2 y Crk podria rélacionar a las
integrinas y el citoesqueleto con la sefializacidén de Ras a través
de interacciones con FAK-mSOS1l y paxilina-C3G. Recientemente se ha

visto como formas activas de Ras recombinante inducén aumento en la
actividad de las integrinas Pl (Clark y Brugge 1995; Zzhang y col.
1996) . '
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Complejo de sefializacién asociado a las integrinas

ras

FE

——>
Dominio de
unién a la
integrina

C3G

FAK

Figura 5. FAK o ppl25 estd ampliamente expresada en todos los tipos
celulares y tejidos. Estructuralmente presenta el , dominio central
catalitico flanqueado por los dominio largos N-terminal y C-terminal. Es
una proteina citosdlica. Carece de dominios SHZ2 y SH3. En células en
cultivo se localizan en contactos focales. La regién C-terminal de 150
amino-acidos, conocida como FAT (diana de los focos de adhesidn), y es la
regién necesaria y suficiente para su localizacién en los contactos
focales. FAK se une a residuos préximos a la membrana del dominio

citoplasmico de la subunidad P de las integrinas a través de su dominio N-
terminal no-catalitico. Las proteinas asociadas a contactos focales
paxilina {70 kDa) y talina interaccionan con el extremo C-terminal de FAK
(Schwartz y col. 1595}, !

Ras-GTP va a actuar activando MAP (proteiha activada por
mitégenos) kinasas, proceso en el que se requiere la integridad del
citoesqueleto de actina. La activacién de MAP kinasa por un lado
puede fosforilar y activar factores de transcripcién, lo cual
relaciona directamente la activacién de 1las integrinas con la
regulacién de algunos genes. Por otro lado MAP kinasa puede
fosforilar y activar la fesfolipasa A; citoplésﬁica (c¢PLA,), la
cual  hidroliza glicerofosfolipidos para dar iugar a Aacido
araquidénico y 1lisofosfolipidos. El1 acido araquidénico induce 1la
produccién de leucotrienos a través de la enzima 5-lipoxigenasa,
esencial para la polimerizacién de actina y el spreading celular.
Implicacién directa del camino MAP kinasa y cPLA; en la
reorganizacién del citoesqueleto necesario para el spreading

celular (Clark y Brugge 1995).
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Expresidn
génica

Integrinas —» sre Grb2 _>(§§ps] —>@{}I€’KJ-—) —3s AR 5-Li
56 6
(?) ®

~N

Reorganizacidén del
citoesqueleto

l

Cambiocs én la
adhesidén celular

Figura 6. Cascada de seflalizacién bioguimica intracelular mediada por
integrinas. -

Otras enzimas del tipo de kinasas de fosfolipidos (PI-3K vy
PI-5K) y la kinasa de la proteina C (PKC), estan implicadas en la
regulacién de la reorganizacién del citoesqueleto por la activacidn

de integrinas (Clark y Brugge 1995; Schwartz y col.; 19953).

Las integrinas también pueden activar 1la fosfolipasa C (PLC)
hidrolizando PIP, a sus segundos mensajeros diacilélicerol (DAG) e
inositol trifosfato (IP;). E1 IP; va a inducir un aumento en la
concentracién de Ca?' intracelular. E1 DAG Jjunto con el ca®'
liberado en el citosol wvan a activar las diferentes formas de PKC
lo cual conducirad a una reorganizacién del citoesqﬁelto aumentando
la formacién de focos de adhesién resultando en; un aumento del
spreading celular y la fosforilacién en tirosina de FAK. PKC regula
la interaccién de actina a la membrana celular 'a través de la
fosforilacién de una fosfoproteina MARCKS, que Ese localiza en

sitios similares a los focos de adhesidén (Clark, y Brugge 1895;

Schwartz y col. 199%35).

Conclusién: diferentes integrinas utilizan diferentes camineos
de sefializacién bioquimica,conferiendole su gran especificidad

(Rosales y col., 1983).
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COORDINACION DE LA SENALIZACION INTRACELULAR.

La sefializacién intracelular de las integrinas no funciona
aisladamente, sinc que se debe coordinar con las gue parten de
otros receptores. Muatiples sistemas de receptores'pueden cooperar
con las integrinas para regular la funciconalidad <celular:
proliferacidn, movilidad y secrecidn celular (Miyaméto y col. 1993;

Clark y Brugge, 1893}. i

Una de las proteinas que integran las sefales inducidas por
las integrinas y los factores de crecimiento es la proteina de
pequefic peso molecular trifosfatasa guanosina (G?Pasa) Rho. Rho
induce activacién de tirosinas kinasas (Fak vy pakilina), que se
requiere para la formacién de contactos focales y fibras de estrés,
implicando posiblemente PI-3K y PIP-5K. La proteina activadora GTP-
asa de Ras (Ras-GAP) es clave en los cambios de la forma y adhesidn
celular mediada por factores de crecimiento (Clar@ y Brugge 1935;

Schwartz y col. 1823}.

— 3PIP; > ___y Cambios en el
citoesqueleto
Facpo;estde :
crecimiento a —
coplados a sus PIP-SK
receptores o
proteinas G
Focos de
Adhesidn
IP; —3 Ca*’ /
Tirosinas PIP, .—< '
> DAG——=|PKC

Integrinas f—0m0—> kinasas

Figura 7. Procesos enzimdticos que cooperan en la coordinacidén de la

sefializacién de las integrinas junto con las de otros receptores.
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INDUCCION DE GENES MEDIADO POR INTEGRINAS .

Las integrinas regulan la expresién de genes en varios tipos
celulares a través de la activacidén de tirosinas kinasas y por 1la

ruta de la MAP kinasa.

Hay muchos ejemplos gque indican gue la interaccidén celular
con componentes de la matriz extracelular a través de las
integrinas puede afectar a la diferenciacién celdlar Yy expresién
génica. La unién de fibreblastes a un sustrato incrementa
ripidamente la expresidén del mensajero de c-fos y posteriormente
induce el mensajero del colageno pro-alpha-l1 (Dhawén y col. 1991).
La interaccién de w@5Pl con su  anticuerpo o :la adhesidén a
fibronectina inducen la expresidédn de los genes de metaloproteasas

en células fibroblasticas {Werb vy col. 1989).

En el caso de adhesidén de lineas monociticas a sustratos de
integrinas Pp1, como fibronectina laminina o colageno, hay una
rapida induccidén de genes tempranos incluyendo factores de
transcripcién tales como c-fos, C-jun, IkB y MAD-6/A20 y citogquinas
IL-1p, IL-8 y TNFa. Muchos de estos genes inducidos por la unién de
las integrinas a su ligando estan regulados por el factor de
transcripcién NF-xB. En estos procesos se ha visto la implicacién
de fosforilaciones en tirosina, siendo la responséble ia tirosina

kinasa Syk (Yurochko y col. 1992; Juliano y Haskill, 1993; Rosales
y col. 19935).

3

EL PAPEL DE LAS INTEGRINAS EN PROCESOS BIOLOGICOS.

Practicamente, en la totalidad de 1los procesés bicldégicos se
dan situaciones de adhesidén celular ya sean entre células © entre
células y componentes de la matriz extracelular. De tal manera due
si estas interacciones se encuentran alteradas por alguna

circunstancias puede dar lugar a patologlas graves. La familia de
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las integrinas es una de las familias de moléculas ide adhesién mas
importantes en este sentido. A continuacidén veremos algunos de los
procesos fisiolégicos en los gque intervienen lés integrinas vy
algunas de las enfermedades causadas por la ;descompensacién

funcional de las integrinas. !

1. Desarrolle embrionario.
|

Una de 1las caracteristicas de la embridgénesis es la
regulacién del movimiento de los grupos de células morfogenéticas,
comenzando en la gastrulacién y continuande a: lo large del
desarrollo. Para estos movimientos, las moléculas de la superficie
celular deben reconocer y responder a moléculas de la matriz
extracelular y de la superficie de otras células. Los niveles de
las integrinas se modulan durante el desa?rollo, siendo
relativamente altos durante los periodos de hi%togénesis Yy se
reducen cuandc se ha élcanzado la fase final de diferenciacién

|
(Albelda y Buck, 1990). |

|
Anticuerpos contra la subunidad f1 aplicados én el proceso de
migracidén en las células de la cresta neural o mioblastos, causa
alteracicnes en la formacién de la musculatura aﬁdominal. De la
misma manera, péptidos RGD inyectadeos en embrione% de anfibios o
insectos interfiere con 1la gastrulacidén, presumiblemente por la
interrupcién de la interaccién de las integrinas con sus ligandos

|

{Albelda y Buck, 18%9Q).

1
i
'
1
'
1

2. Integrinas en inflamaciédn, curacién !'de  heridas y

|
|

trombosis. é
La generacién de la respuesta inmune vy la: vigilancia del
organisme contra aguello reconocide como extrafio, requiere la
migracién de las células inmunes a los sitios de 'la estimulacidn
antigénica. Estos procesos dependen de la comunidacién entre las
células residentes del tejide dafiado y las células efectoras
circulantes. Esta comunicacién se lleva a cabo a trgvés de factores

mediadores (citoquinas) y el contacto celular mediante moléculas de
|
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adhesidén especificas , principalmente las integrinas (Albelda vy

Buck, 1990; Postigo y Sanchez-Madrid, 1883).
1
2.1.Inflamacién :
|
lL.a respuesta inflamatoria a antigenos extrafios o a bacterias
comienza con la atraccidén de macréfagos, que liﬁeran mediadores

biolégicamente activos tales como interleuguina-1 (IL-1), factor de
la necrosis tumoral (TNF) y el factor de crecimiento transformado-f

(TGF-B) . En infecciones Dbacterianas también éstan presentes
endotoxinas y otros gquimicatrayentes. Estos factores estimulan 1la
expresién de moléculas de adhesién en las células endoteliales:
IicamM-1, ELAM-1, GMP-140 y VCAM-1; y la expresiéé de integrinas
leucocitarias y ICAM-1 en los linfocitos wvasculares proximos al
foco infeccioso. Los linfocitos se adhieren a las ﬁaredes del wvaso
activado, migran a través del endotelio llegandoga las areas de
infeccibébn o del tejido dantado. En una respuesfa inflamatoria
inmune, los linfocitos T interaccionan con ilos macréfagos
portadores del antigeno. Aunque la especifiéidad, de este
reconocimiento es debido al receptor de células: T (TCR), esta
interaccidén genera sefiales intracelulares dgue pofencia la unién
LFA-1-ICAM-1. Esto estabiliza el contacto célula-célula e
incrementa la sensibilidad de las células T (Albelda y Buck, 1990;
Springer. 1990).

2.2.Coagulacidén y curacién de heridas.

[
El dafic de un tejido va a ocasionar la unidén de plagquetas a

la matriz expuesta via inteqrinas B3 y fB1, incluyeﬁdo a2fBl, asSPl y
a6fl. La activacién de la coagulacién sanguinea: tambien genera
trombina que va a activar la integrina plaquetaria gpIIb/IIIa, y va
a promover una mayor agregacién plaquetaria vy liberacidn de
granulos. Se forma una matriz provisional conteniendo plaquetas,
fibrindégeno, fibrina y fibronectina. En este moménto tiene lugar
una reaccién inflamatoria debide a la secrecidn be los granulos
plaguetarios (por ej.: TGF-B), trombina y los propios factores del
tejido dafiado, ocurriendo una activacién de células endoteliales vy

leucocitos, que va a resultar en la extravasacién de los mismos.
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Las citoguinas liberadas por los linfocitos vy ﬁlaquetas van a
estimular la activacién de 1las integrinas de 1los macréfagos y
fibroblastos induciendeo la migracién hacia el sitio dafiado, donde

desarrollaran su funcidén (Albelda y Buck, 1990).

|
3.Invasidén tumoral y metistasis ;

El proceso de crecimiento tumoral y =u postérior metastasis
incluyen una serie de etapas: 1) crecimiento del tumor y salida de
las células tumorales del tumor primarie. 2) Mo%imiento de las
células hacia los wvasos linfaticos o sanguineos.ES) Las células
tumorales deben sobrevivir dentro de 1la circulacién a la
intreraccién con las plaquetas y el sistema de coagulacién. 4) Las
células tumeorales interaccionardn con el endotelio en un sitio
determinado. 5) Migracién de las células cancerigenas a un tejido
donde se desarrollard el crecimiento del tumor :secundario. Los
procesos de invasién tumoral y metdstasis reguieren cambios
complejos en las interacciones normales entre las células o entre
células y matriz extracelular. Entre otras moléculas de adhesién
como cadherinas, inmunoglobulinas y CD 44, las integrinas juegan un

papel muy importante en todos estos procesos.

Todos los datos de los que se dispone relacionando la
expresién de las integrinas con el crecimiento y metastasis del
tumor sugieren las siguientes generalizaciones: a)en los estadios
mas tempranos del crecimiento del tumor, la diéminucién de 1la
adhesién a la membrana basal o a proteinas: de la matriz

extracelular es ventajoso, como ocurre en 1) .la pérdida de
|

expresién del receptor de fibronectina a5f1 en fibroblastos
transformados. 2) En tumores epiteliales disminuye:'la expresidn de
los receptores de colageno y laminina. 3) En células de ovario de

hamster chino se ha relacionado el aumentc del c¢recimientoo del
tumor con la disminucién de a5B1l. Por otro lado 'en melanomas el

incremento de la expresién del receptor de vitronéctina avp3 esta

relacionada con el aumento de la capacidad invasiva (Albelda,

1993) . :
i
;
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b) El aumento de la expresién de las inéegrinas en las
células tumorales después de haber alcanzado la cir%ulacién debe de
ayudar a la implantacién y favorecer la metastasis. a) La
metastasis se inhibe c¢on péptidos RGD vy disintegrinas. b} alta
capacidad metastatica de células de rabdomiosarcoma%trasfectada con
VLA-2 (Albelda y Buck, 1990; Albelda 1993; Giancotti y Mainiero,

1994). !
[

4. Integrinas y rechazo de trasplantes

Las integrinas 1intervienen en procesos deE transplantes vy
rechazo de injertos. En implantes alogénicoes, elitratamiento con
AcM frente a moléculas de adhesién incrementan la tolerancia del
injerto. AcM contra ICAM-1 o LFA-1 disminuye el rechazo de injertos
renales y cardiacos en modelos animales (Postigo yiSénchez—Madrid,

1

1993). !

5. Integrinas como receptores de patédgenos.

Varios de los miembros de la superfamilia dé las integrinas
actGan como receptores de membrana y posterior i#ternalizacién o
infeccién celular para diversos agentes patdgenos, tanto de
caracter bacteriano como virico (Isberg y Leong, 13990; Bergelson y

:

col. 1992).

ENFERMEDADES CAUSADAS POR DEFICIENCIAS EN/INTEGRINAS.

LAD (deficiencia de la adhesidén leucocitaria) son las

inciales de una enfermedad hereditaria que se |caracteriza por
deficiencias en la funcionalidad de 1la subunidad f2 de esta
subfamilia de integrinas. Los pacientes preseﬁtan infecciones
bacterianas recurrentes, retraso en la separaéién del cordén
umbilical y funcién anormal de los leucocitos. Célularmente, los
neutréfilos son incapaces de unirse al endotelio § tienen grandes
dificultades en la agregacidén celular, citotoxicidad dependiente de
anticuerpo y fagocitosis, resultando en incapacidab de combatir la

i

|

|

i
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|
infeccién. La funcionalidad de las células T también esta afectada,

aungue su migracidén no (Albelda y Buck, 1990}.

i
La trombastemia de Glanzman es una enfermedad causada por la
deficiencia de 1la integrina gpIlb/IIIa, se caracteriza, por un
desorden sanguineo debido a un falle en la agregacién plaquetaria

posterior a la estimulacidén con agonistas (Albelda ? Buck, 1990}.

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria
caracterizada por por la infiltracién, a través |de la membrana
sinovial, de células T al fluido sinovial. Estos ﬂinfocitos T se
encuentran en un estado de memoria (CD45RO)} ¥y act%vados: disponen
de una alta capacidad de adhesién debido a un aumento en la funcién
de las integrinas (VLA-4, VLA-5 y LFA-1),. permitiendole
interaccionar con el endotelio activado y migrar hacia el tejido
inflamado (Postige y Sa&nchez-Madrid, 1993}. !

POSIBLES TERAPIAS '

Un mayor conccimiento de las caracteristica$ y necesidades
funcionales de las moléculas de adhesidén en geﬁeral y de 1las
integrinas en particular es imprenscindible para disefiar nuevas
estrategias terapeuticas para combatir esas enferbedades. Se han
empezado a utilizar AcMs frente a integrinas, asi cémo péptidos RGD

para el tratamiento de algunas enfermedades (Albelda y Buck, 1990} .
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Objetivos

i

lLas integrinas constituyen wuna familia dé moléculas de
adhesién que participan, mediando adhesidn entre células o entre
células y diferentes componentes de la matriz éxtracelular, en
numerosos y complejos procesos bioldgicos, que incluyen migracién
celula, organizacién tisular, crecimiento celulér, coagulacién
sanguinea, inflamacién, dianas de reconocimiento péra linfocitos T
y diferenciacién de muchos tipos celulares. Se ha épservado gue la
desfuncionalidad de las integrinas ocasionan procesos patolégicos
en algunos de estos fendémenos biolégicos. i

Las 1integrinas se pueden encontrar sobre: la superficie
celular en diferentes estados de activacién, desempefiando su
funcién de interaccién con sus respectivos ligandds Unicamente en
los casos gque presentan estados activados o, al men?s, parcialmente
activados. Estimulos tanto extracelulares como intr?celulares van a
tener la capacidad de alterar la activacién de laé integrinas. Es
de wvital importancia profundizar sobre los mecénismos por 1los
cuales se inducen cambios en la activacidn de laé integrinas asi
como los estimulos gque los inducen. Por todo esto lés objetivos que

nos planteamos para el desarrollo de esta Tesis Doctoral son:

1) En primer lugar la purificacién de integrinas f1 en estado

activado.

2) Caracterizacién funcional del heterodimero VLA-1 mediante AcMs

especificos. i

3) Obtencién, seleccién y caracterizaciédn de AcMs reportadores del

estado de activacidén de las integrinas B1.
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Materiales y métodos——
i
i

1) Células y Cultivos celulares.

Las lineas celulares c<on las gque se han 'realizado este
1
trabajo las resumo en la tabla 1. Todas las lineas crecen en medio

RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biowhittaker,

Fontenay Sous Bois, Francia), 50 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina (ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA)}. Los cultivos
celulares se mantienen en un incubador de células a 37°C, 95% de

humedad relativa y una atmésfera con 5% de CO;.

En este trabajo también se ensayaron linfoci&os aislados de
sangre periférica, asi como linfocitos T cultivados. Los linfocitos
T humanos se purifican a partir de sangre extraida a pacientes
normales por centrifugacién en gradiente de densiaad a través de
una solucién aisladora de linfocitos (RAFER, Zareagoza). Las
células mononucleares purificadas se ponen en cultivo, en el mismo
medio anteriormente comentado, en presencia! de 0.5% de
fitohemoaglutinina (PHA, Pharmacia) durante 48 horag. Después de lo
cual se lavan las células y se mantienen en cultivoien presencia de
50 U/ml de IL-2 (Nos 1la proporcioné 1la Dr. EN. Hogg}). Los

experimentos se realizaron con linfoblastes T de entre 7-12 dias en

cultivo. !
Linea celular Origen ,
NB 100 Neurcblastoma
DX3 Melanoma
Colo 320 Colocarcinoma
U-937 Mielomonocitica
K562 Eritroleucémica :
Ramos Linfoblastoide B
JY Linfoblastoide B :

Tabla 1. Resumen de las lineas celulares utilizacl:las en esta Tesis
Doctoral. :
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2) Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales {AcM/AcCMs) utilizados en esta

Tesls Doctoral se resumen en la tabla 2.

|

Materijales y métodos————

y origen,

utilizados en esta Tesis Doctoral.

3) Proteinas de la matriz extracelular.

Las

esta tesis son

3.1} Fibronectina.

proteinas

de matriz

La fibronectina

extracelular que

{Sigma,

!

|

AcM Especificidad Caracteristica Origen | Referencia

TS 2/16 anti-p1 (CD29) Activador Dr, Sinchez-Madrid | Hemler y col. 1984

Lia 172 anti-p1 (CD29) Inhibidor Dr. Sinchez-Madrid | Campanero y col. 1992

HUTS anti-p1 (CD29) estados activados

TS 2/7 anti-a.l (CD49a) Reconocimiento Dr. Sanchez-Madrid Hemler y col. 1984

SESD9 anticl (CD49a) | Inhibidor |

12F1 anti-o2 (CD49%b) Inhibidor Dr. Sianchez-Madrid | Pischel y col. 1987

Tea 1/41 anti-a2 (CD49b) Reconocimiento Dr. Sinchez-Madrid l Luque y col. 1994

PIB3 anti-a3 (CD49¢) Reconocimiento Dr. Hogg || Wayner y col. 1987

HP 2/1 anti-o4 (C249d) Reconocimiento Dr. Sanchez-Madrid : Campanero y col. 1994

LG0H3 anti-a6 (CD491) Reconocimiento Dr. Sanchez-Madrid | Sonnenberg v col. 1988

Lia 3/2 anti-p2 (CD18) Reconocimicnto Dr. Sanchez-Madrid || Campanero y col. 1993

TP 1/40 CDlla Reconocimiento Dr. Sanchez-Madrid | Campanero y col. 1993

HC 11 anti- CD1l1c Reconocimiento Dr. Cabaiias '| Cabafias y col. 1988

D3/9 CD45 Reconocimiento Dr, Sanchez-Madrid Pulido y col. 1988

P3X63 Control negativo Dr. Sinchez-Madrid | Campancro y col. 1992
i

Tabla 2. Resumen de los anticuerpos monoclonales, sLs caracteristicas

se utilizaron en

fibronectina, colégeno y laminina.'

San luis, MO)}. es

una proteina gque se encuentra formando parte tanto de la matriz

extracelular como soluble en el plasma. El peso imolecular de la

1



Materijales y métodos——

fibronectina es aproximadamente de 440 kDa y esta éompuesta por 1la
asociacién de dos cadenas polipeptidicas A y B a través de dos
puentes disulfuro préximo al extremo C-terminal. La estructura de
la fibronectina varia como consecuencia del “spliciﬁg” alternativo.
Comoc regla general, la secuencia polipeptidica consta de
repeticiones de secuencias de tres tipos: tipo IJ II v IITI. E1
tipo I son dominios de 45 aminoadcidos y forma el extremo N- y C-
terminal. Dos secuencias de 60 aminoacidos, tipo Ii, se intercalan
entre las nueve secuencias repetidas en el extr?mo N~terminal.
Finalmente hay 15-17 segmentos del tipo III, de ap%oximadamente 90

amincacidos, ocupando la mitad de la molécula (Ruosiahti, 1988} .

La fibronectina dispone de varios sitios }de unién para
diferentes proteinas, asi como para receptores celélares. Desde el
extremo N-terminal al C-terminal, los sitios de unién son: para
fibrina y heparina en el sitio I, gelatina y colééeno en el sitio
IT, sitioc de unién para las células y heparina eniel sito III, vy
finalmente, unién a fibrina en el sitio II. Tambiénépuede unir ADN,

IgG, C3, etc. (fig. 1) (Hynes, 1920; Ruoslahti, 198?).

Todos estos potenciales sitios de unidn, lé confiere a 1la
fibronectina una serie de funciones regulando la adhesién celular y
migracién celular en el campo de la diferenciacién y crecimiento
celular, trombosis, fagocitosis y curacidn de heridas (Ruoslahti,

1988} . 1

Los receptores celulares de la fibronectina estan
constituidos por miembros de las integrinas de lafsubfamilia VLEA.
Los sitios activos de la fibronectina para la unién celular se
encuentran en ambas cadenas en la regién central iy corresponde a
una regién con el tripéptido RGD que media adhesién a VLA-4 y VLA-
5. En la cadena A de la fibronectina vy préximé al extremo C-
terminal esta la regién IIICS, con las regiones CS—} y CS—-5 gue son
sitios de unién para VLA-4; al igual que las secuencias Hl, I y II

pertenecientes al dominio Hep II (fig. 1).
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—H— Tipo I
- Tipo II
Fibrina ' ,
Heparina Gelatin {H— Tipo III
Factor XIla a Heparina Celulas
Bacterias COI%%E? DNA Célutas Heparin Heparina
o) a '

v
A
v

&
<

UNION A MATRIZ INTERACCION CELULAR |

Figura 1. Estructura modular de la fibronectina. En la figura se
muestra una molécula de fibronectina formada por dos cadenas polipeptidicas
unidas por puentes disulfuro en sus extremeos C-terminal. Las dos cadenas
estan formadas por repeticiones de diferentes dominios (Tipo I, II y III},
en la figura aparecen una de ellas con todos los médulos incluidos los que
pueden sufrir procesamiento alternative (EIIIA, EIIIB iy V) y la otra
carente de ellos. En la figura también se muestran las regicnes de unidn
para los distintos componentes de la matriz asi como para los receptores
célulares. :

3.2) Laminina. La laminina fue donada porz la Dr. M. A,
Lizarbe. La laminina es una glicoproteina (figj 2) localizada
especificamente en las membranas basales y es un potente regulador
de las «células epiteliales. La laminina ejérce diferentes
actividades biolégicas regulando la adhesién, migracién,
crecimiento y diferenciacién de varios tipos celulares (Sasaki y

col. 1988).
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Cadena A

Dominios _de

unién a las |
Unién para células '
colageno

tipo IV

«—>

Cadena ' B2

Cadena Bl

o sobre-
enrollada

Unién a
v neuritas
et

Unidén para
heparan sulfato

1
|
[
!

Figura 2. Estructuralmente la laminina esta compuesta por tres
cadenas polipeptidicas, Bl (220 kba), B2 (210 kDa) y B3 .(400 kDa}, unidas
por puentes disulfurc formando una estructura en c¢ruz, coh un braze large y
tres brazes cortos con terminaciones globulares. A esta molécula se le
pueden unir diferentes meoléculas pertenecientes a la matriz extracelular.
Los receptores celulares de la laminina son por un lado,un receptor de 67

kDa, y por cotro un miembro de la subfamilia de las 1ntegr1nas p1, VLA-6&
(Sasaki y col. 1988; Hynes, 1992}.

|

i
3.3) Colageno. La superfamilia de 1los :colégenos esté
compuesta por al menos 19 proteinas definidas como colagenos y
otras 10 gque tienen dominios homélogos al colégené. Los colagenos
mas abundantes estidn formande parte de 1la matfiz extracelular
organizandose en fibrillas (tipos I, II, III,'V y XI} o redes
tridimensionales mas complejas (Tipo IV, VIII y' X). La unidad
estructural del colageno es la fibrilla, que consiste en una triple
hélice formada por tres cadenas polipeptidicas (Prockop ¥y

Kivirikkeo, 1995).
Los receptores celulares para colageno son ﬂuembros de las
I

integrinas Bl: VLA-1, VLA-2 y VLA-3 (Hynes, 1992).

Los ensayos de adhesién se realizaron con colageno de tipo I
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(vitrogen 100), adguirido en ICN Biomedicals.

|
1
|
I
i
1

|
4) Acoplamientco del AcM TS2/16 a sefarosa CL4B activada con
CNBEr.

El AcM TS2/16 purificado a una concentraciéﬁ de 2 mg/ml se
dializa durante 18-24 h/4°C en el tampén de acoplamiento (0.1 M
CO;HNa, 0.5 M NaCl, ph 8.3). La sefarosa CL4B acLivada con CNBr
(Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) se :hincha, en el
momento de ser utilizada, en un vaso de precipitadé durante 15 min
con 15 ml de HCl 1 mM y luego se lava con 200 ml he HCl 1 mM por
cada gramo de sefarosa. Por uGltimo se lava Econ tampdén de
acoplamiento y se pasa rapidamente a un tubo que Eontenga el AcM
dializado en una proporcién 1 vol de sefarosa: 2 voi de la solucidn
conteniendo el AcM. Se incuba toda la noche agitando/4°C. Al dia
siguiente se centrifuga 2 min/600 rpm y se recoge %l sobrenadante.

La sefarosa se incuba en agitacién con 0.1 M glicina pH 8 (100

ul/ml de sefarosa) durante 20 min/4°C para bloqgear los grupos
activos residuales de 1la sefarosa. Se centrifug# y se lava la
sefarosa dos veces con el tampdn de acoplamiento. Pbsteriormente se
incuba la sefarosa con 0.1 M NaC;H;0, 0.5 M NacCl, ﬁH 4, durante 10
min a 4°C, para liberar el exceso de AcM no acoplad%. Finalmente se
lava dos veces con PBS y se resuspende en un volumen igual al de la
sefarosa con azida sdédica al 0.02%. En todos los la%ados anteriores
se recoge el sobrenadante para medir la absorban;ia a 280 nm y
calcular el porcentaje de acoplamiento del AcM :a la sefarosa,

comparadndola con la concentracidén del AcM al principio del proceso.

En un proceso similar al descrito anteriormente, se acopld
glicina a 3 ml de sefarosa CL4B activada con CNBr jpara montar una

columna, previa a la columna del AcM TSZ/lS—Sefarosa, que

preaclarase el lisado de los tejidos.
i

5) Purificacién de integrinas Pl activadas pér cromatografia

de inmunoafinidad.
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Las integrinas Pl se purificaron en estade activado a partir

de lisados de tejidos humanos por cromatografia de inmunoafinidad

utilizando el AcM activador anti-Bl TS2/16 y en presencia de los

cationes divalentes activadores de las integrinas Mg? y Mn2*.

Los tejidos humanos a partir de los cuales se purificaron las

integrinas Bl son: bazo y una mezcla de pulmén, higado y musculo
esquelético, todos ellos obtenidos en el Departamento de Patologia
del Hospital de la Princesa, Madrid. Estos tejidos fueron
troceados, tamizados y lisados en el tampdén de lisis (20 mM Tris-
HCl, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0.2 mM MnCl,, 1% TX100, 0.02% NaNj, 1
mM PMSF, 0.2 U/ml de aprotinina, 5 mM iodoacetamida, pH 8) en una
relacién de 3 ml de tampdn de lisis por 1 g de tejido. La lisis se
mantenia a 4°C durante 2 h y en continua agitaciéh. El lisado de
los tejidos se centrifugaba a 3.000 x g durante 30 min a 4°C vy
posteriormente se ultracentrifugaba 1 h/4°C a 100.000 x g. Los

lisados se pueden conservar congelados a -70°C.

A continuacién se procedia a la purificacién de 1las

integrinas PBl. Todo el proceso de purificacidn se realizé a 4°C. La
sefarosa acoplada a sus respectivas proteinas se montaban en
columnas de tal manera que primero el lisado pasd y sSe preaclara
por la columna de glicina-sefarosa, Yy luego llega a la columna del

AcM-sefarosa  donde se quedaran especificamente unidas las

integrinas Bl al AcM TS2/16. Las columnas se equilibran con tampén
de lisis y se carga el lisado a una velocidad de flujo de 0.5
ml/min. Una vez pasado el lisado, se separan lés columnas y a

partir de ahora se trabaja solo con la columna de T82/16-sefarosa
]

para eluir las integrinas Pfl. La columna se lava;secuencialmente
con 15 ml de tampédn de lisis, 15 ml de tampdén de lavado (50 mM
etanolamina, 0.2% TX100, 0.5 M NaCl, 2 mM MgCl,, 042 mM MnCl,, 1 mM
PMSF, pH 10). Finalmente, las integrinas f1 unidasiespecificamente
a la columna se eluyeron ccn el tampdn de elucién a pH 12 (520 mM
etanoclamina, 0.5 M NacCl, 2 mM  MgCl,, 0.2 mM MnCl,, 1%
oetilglucéside, 1 mM PMSF). Se recogieron fracciones de 0.9 ml

neutralizadas con 0.1 vol de 1 M Tris, pH 6.7. Las fracciones gque
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contenian integrinas Pl fueron identificadas por técnicas de ELISA
y por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% en presencia

de 8DS revelados con tincidén de plata. E1 rendimiento de 1la

purificacién de las integrinas Pl fue de 1.5-2 mg en 10 ml de
tampén de elucién neutralizado por 100 g del lisado de tejido

{Bicincheninic-Protein Assay Reagent, Pierce Chemical Co).

6) Inmunizacién de los ratones y generacién de hibridomas

{fusidén celular).

Se inmunizaron a ratones hembras Balb/é inyectandoles
intraperitonealmente 5-7.5 pg de integrinas 1 purificadas en los
dias -48 {en coadyuvante completo de Freund, Gibco), =33 (en
coadyuvante incompleto de Freund, Gibco) y un ﬁltimo pinchazo
intravenoso diluido en PBS a -3 dias antes del sacrificio. Todas

las inyecciones se hicieron en presencia de 0.2 mM de MnCl,, para

mantener el estade activado de las integrinas Bl.lEn el dia 0 se
sacrificé al ratén y se realizd la fusidn celular de las células
del bazo del ratén inmunizado ({(linfocitos B) con la linea delular
de mieloma de ratén SP2 en una proporcidn de 4:1. La fusiédn celular
se realizd seguan técnicas esténdares, brevemente: a la mezcla de
células lavadas con RPMI se la afnaden 1 ml de 50% de
polietilenglicol 3.000 (Merck) en RPMI, precalentade a 37 °C. Tras
una incubacién de 1 min 30 seg, se diluyen las células en RPMI y se
lava el exceso de polietilenglicol. Por ultimo, se resupenden en
medio RPMI/20% sueroc fetal bovino suplementado. con el medio
selective HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina, Gibco} y se
distribuyen en placas de 96 pocillos (Costar, Cambridge), junto con
los macréfagos peritoneales extraldos previamente del ratdn. EIL
medio se cambia varias veces en presencia de HAT, pasado 2 semanas
se cambia a medio HT (hipoxantina-timidina, Gibco}. En el momento
gque los hibridos celulares son los suficientemente grandes es
cuando se comienza la seleccién de los hibridos positivos,
comprobando la reactividad de los sobrenadantes' de cultivo en
ensayos de ELISA y citometria de flujo. Los hibridomas gue son

positivos se testarédn en ensayos mas especificos’ y los gue nos
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interesen se clonardn por dilucién 1limite para su posterior

caracterizacidn.

7) Técnicas de ELISA.

50 pl de las integrinas P1, purificadas por cromatografia de
inmunoafinidad, se fijan en pocilles de fondo plano a una
concentracién aproximada de 10 pg/ml (dilucién l:lQ) diluido en un
tampén 25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.2, durante:toda la noche a
4°c. Al dia siguiente se saturan los espacios libres del plastico
con 200 pl de PBS/2% BSA durante 2h/temperatura ambiente. Los
pocillos se lavan y se incuban durante 30 min a temperatura
ambiente con 50 ul del correspondiente sobrenadante de cultivo de
los hibridomas. A continuacién, los pocillos se lavan tres veces
con 200 pl de PBS y se incuban con 50 pl, de una dilucién 1:1000 en
medioc RPMI, del anticuerpo secundario asociado a peroxidasa (anti-
IgG de ratén desarrollado en cabra conjugado a peroxidasa, Sigma}.
Transcurrido ese tiempo los pocillos se lavan tres veces con PBS y
se afade 100 upl del sustrato para la peroxidasa (0.12% de O-
fenilendiamina, 0.108% de H;0, disuelto en 0.2 M' Na-HPO,, 0.1 M
dcido citrico, pH 5) a cada pocillo permitiendo que la reaccidn se
desarrolle hasta conseguir un color amarillo-marrén. La absorbancia
de cada pocillo se midié a una longitud de onda de 450 nm en un

lector de ELISA (SLT-Lab Instruments, Rustralia).

8) Técnicas de Western-Blot.

Aproximadamente, 2 Hg de integrinas p1 purificadas por
cromatografia de inmunoafinidad se separan por electroforesis en
geles del 7% de poliacrilamida en presencia de SDS y se transfieren
a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm {Bio-Rad, Madrid,
Espafia) usando un sistema de transferencia semi;seco {Bio—Rad).
Después de la transferencia, la membrana se satura durante 2 h a
temperatura ambiente con 5% de leche desnatada disuelta en PBS. A
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i
continuacién, la membrana se incuba con los AcMs correspondientes
lh/temperatura ambiente. Tras los lavados necesarios se incuba con
un anti-IgG de ratén acoplado a peroxidasa {Sigma). La unién del

anticuerpo se detectd desarrollande una reacién de color usando 3-

amino-etilcarbazol (Sigma) como sustrato.

9) Analisis por citometria de flujo.

Hay dos pequefias variantes, 1) dependiendq si 1nicamente
queriamos ver la expresién del epitopo reconoéidq por el AcM en
cualquier tipo celular, ¢ 2} si queriames ver come variaba la
expresién de epitopos de activacidén de las integrinas VLA bajo

diferentes condiciones de estimulacién.

t

En el caso 1) 5x10° células se lavaban dos veces con RPMI
incompleto y se resuspendian en 30 pl de RPMI sobre pocillos de
fonde en “U” junto con 50 upl de sobrenadante de cultive del

correspondiente AcM o© una concentracidén de lOug/ml del AcM
purificado, incubéndose durante 30 min/4°C. A continuacién, se

lavaban las células dos veces con 100 pl de RPMI incompleto y se

incubaban durante otros 30 min/4°C con 50 ul de uné dilucidn 1:250
del AcM secundario conjugade con FITC (anti: IgG de ratén
desarrollado en oveja, Sigma). Pasado este period& se lavaban dos
veces con PBS y se fijaban las células con 200 pul de 3% de
formaldehide en PBS. La fluorescencia de los AcMs secundarios
unidos a las células se determind utilizando el citémetro de flujo

FACScan (Becton Dickinson).

En el caso 2) se pretende ver la variacidn en. la expresién de
los epitopos de activacién reconocidos por AcMs especificos en
diferentes condiciones de estimulacién de las integrinas VLA. Para
elloc las células se lavaban dependiendo del ensajo en medio RPMI
(primeros estadios de caracterizacién de los AcMs 'y se realizaban
con sobrenadante de cultivo del hibridoma) o en el fampén Hepes (se
realizaban con AcMs purificados y consistian en estudios mas
detallados de como afectaban los cationes divalentes y distintos

estimulos en la expresién de los epitopos de activacién reconocidos
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por BcMs especificos). Las células se incubaban durante 20 min/37°C
en un wvolumen final de 100 gl en los cuales se incluyen, ademas de
tas células, la dilucidn del AcM (50 pl del sobrenaﬁante de cultivo

o una concentracién de 10 pg/ml del AcM purificadé), los catiocnes
divalentes y/o los quelantes apropiados junto con los estimulos que
se precisen. Después se lavaban las células dos veces a 4°C con
RPMI o tampén Hepes/0.5 mM Ca®” + 0.5 mM Mg*" (condiciones
fisiolégicas) y se incubaban con 50 pl de una dilucién 1:250 del
AcM secundario conjugado con FITC (anti IgG de ratdén desarrollado
en oveja, Sigma) durante 30 min a 4°C. Tras este periode, las
células se lavaban dos veces con PBS y se fijaban con 200 pl de 3%
de formaldehido en PBS. La fluorescencia se detérminé usando el

citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson).

10) Ensayos de adhesidn celular.

Los ligandos para las integrinas f1 ensayados en adhesidn
celular son colageno, laminina y fibronectina. Estos ligandos eran
fijados (40ul/pocillo) en pocillos planos de placas de 96 pocillos
(Titertek, ICN, Biomedicals) a diferentes ' concentraciones
dependiendo del tipo celular y del ensayo que se trate. La
fibronectina y laminina se utilizaron a concentraciones entre 0-15

ug/ml en un tampdn 25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.2, y el colageno

entre 0-40 pg/ml en una solucién al 0.05% de acido acético en H,0.
Tras la incubacién de los ligandos durante toda la noche a 4°C, se
lavaban los pocillos con PBS y se saturaban los sitios del plastico
libres durante 1lh. 30 min/temperatura ambiente con 100 pl de una
solucién al 1% de BSA inactivada por calor en un tgmpén 25 mM Tris,
150 mM NaCl, pH 8.2. A continuacién, las placas se lavan dos veces
con 100pl de PBS y una ultima vez con tampdn Hepes (20 mM Hepes,
150 mM NaCl, 2 mg/ml D-glucosa, pH 7.4) o medio RPMI, dependiendo
del tipo de ensayo de adhesién celular. Los ensayos de adhesidn se
hacen en un volumen final de 80 pnl, de loé cuales 40 pul

corresponden a los diferentes estimulos o condiciones a las
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concentraciones deseadas (ACM, ésteres de fdrbol, cationes
divalentes .o gquelantes de éstos, etc.) y los otros 40 ul las
células (150.000-300.000 células/pocillo). Los pocillos,

conteniendo los estimulos y las células, se incﬁban durante 10
min/4°C, tiempo suficiente para que las células se depositen y los
estimulos se unan a sus respectivos receptores, y a continuacién se
incuba durante 40 min. a 37°C en el incubador de células.
Finalizado ese periodo, se lavan los pocillos 3 veces con 100ul de
PBS precalentado a 37°C, se fijan las células con 3% de
formaldehido en PBS durante 10 min/temperatura ambiente, se
permeabilizan 2 min con 2% metanol en PBS y las células gque hallan
permanecido adheridas se tifien con una solucidn al 0.5% de cristal
violeta en 20% metanol. Para cuantificar el nﬁﬁero de células
adheridas se eluye la tincién con 0.1 M citrato sédico pH 4.2 en
50% etanol y se mide la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA

(SLT-Lab Instruments, Australia).

11) Marcaje radiactivo de las proteinas de 1la superficie

celular e inmunoprecipitacién.

Las proteinas extracelulares de la membrana plasmatica se
marcaban radiactivamente con I'*° para analizar posteriormente qué
moléculas reconocian los AcMs sobre la membrana de estas células.
En primer lugar se disolvia en tubos de vidrio 1.33-mg de 1,3,4,6-

tetracloro-3a, 6a-difenilglicoluril (Iodogen, Sigma) en 1 ml de

cloroformo y se ponian 100 pl de esa solucidn a otros dos tubos de
vidrio, agitéandolos hasta que el cloroformo se evaporase Y el
Iodogen se quedara pegado sobre las paredes del tubo. Las células
(20-30 x 10°) se lavaban dos veces con PBS y se reéupendian en 600
ul de PBS. 300 pl de esa suspensién de células se disponian en cada
tubo con Iodogen y se marcaban las proteinas dé la superficie
celular radiactivamente con 0.5 mCi de [I'"’lioduro sédico (ICN

Biomedicals, Irvine, Ca) durante 15 min a temperatura ambiente,

tras lo cual, la reaccién se paraba con 300 pl de 0.4% de tirosina
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en PBS. Se lavaban dos veces las células con PBS, y se lisaban en 1
ml de PBS/1% TX100/1% BSA/1 mM PMSF, pH 7.4, durante 20 min a 4°C.
Los lisado eran centrifugados a 7000 x g durante 30 min a 4°C, para
eliminar lo que permaneciese insoluble, y dializados toda la noche

frente a PBS. Posteriormente el lisado se preaclaraba 2 h/4°C con
30 pl de proteina A-Sefarosa (Sigma). Para la inmuﬁoprecipitacién,
cantidades iguales del lisado radiactivo preaclarado se incubaban
2h/4°C con 100 pl del correspondiente sobrenadante de cultivo del
hibridoma o una concentracién de 10 pg/ml del AcM purificado. Tras

este periodo, se la afiadian 100 pl/muestra de sobrenadante de
cultive del AcM 187.1 {anti-IgG de ratdédn) durante 2h/4°C.

Finalmente, los inmunoprecipitados eran separados por la adicién de

|
30 pl de proteina A-Sefarosa, incubandole durante 1h/4°C en

continuo movimiento. Pasado este periodo las muestras se lavaban

por centrifugacién a 200 x® g con 500ul/muestra de los siguientes
tampones: tres veces con PBS/0.1% BSA/0.1% TX100, un cuarto lavado
con PBRS, y el ultime lavado con 50 mM de Tris pH 6.7. Se elimina el

liquidoe sobrante, se le anade 50 pl de tampdn de muéstra, se hierve
durante 5 min y las muestras se analizan en geles de poliacrilamida
7% o 8%, seguido de la exposicién en peliculas de autorradiografia

con pantallas potenciadeoras de la sefal.

Para demostrar la naturaleza de la molécula reconocida por
los AcMs HUTS  hicimos la inmunoprecipitaciéﬂ en distintas
condiciones de activacién de las integrinas en presencia de
determinados cationes divalentes. El1 procesc es similar al
anterior, peroc con unas pequefias variaciones. Los linfoblastos T se

125y se lisaban en un tampén 20 mM

marcaban radiactivamente con I
Hepes, 150 mM NaCl, 1% TX100, 1% BSA, 1 mM PMSF, pH 7.4. Después de
la centrifugacién, didlisis y preaclaramiento, é alicuotas del
lisado se le afadian durante 15 min a 4°C los respectivos cationes
divalentes Ca?', Mg?' y Mn?' a concentraciones finales de 1mM. Tras
lo cual se incubaban con el AcM correspondiente siguiendo el mismo
proceso explicado en el caso anterior, manteniendo los cationes

divalentes en todos los pasos del experimento.
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Las inmunoprecipitaciones de las subunidadeé disociadas de
las integrinas VLA se llevaron a cabo por el tratamiento de 1los
lisados celulares radiactivos a condiciones de alto pH. Los
Iusgy se lisaban en

un tampén 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% TX100, 1 mM Mn®', 2% BSA,

linfoblastos T se marcaban radiactivamente con

1 mM PMSF, pH 8. Después del procesamiento de 1los lisados,
alicuotas de los lisados celulares eran mezcladas con un exceso de
10 veces (v/v) de 10 mM Tris-HCl, 500 mM NacCl, 0.2% TX100, 1 mM
Mn®", pH 8; o 20 mM trietilamina, 500 mM NaCl, 0.2% TX100, 1 mM
Mn?*, pH 11. Estas muestras se incubaban durante 30 min a 37 °C y
rapidamente neutralizadas por la adicién de 1/10 volumenes de 1 M
Tris-HCl pH 6.8. A partir de aqui el procesamientb y analisis de

las muestras se llevaron a cabo como se describe anteriormente.

12) Marcaje radiactivo de fibronectina y ensayo de unién de

fibronectina scoluble a diferentes tipos celulares.

El marcalje radiactive de la fibronectina consistié en:
inicialmente, 0.1 mg de Iodogen (Sigma) se disuéive en 1 ml de
cloroformo, se disponen 50 ul a cada tubo de vidrioc y se deja
evaporar en continua agitacidén. 150 pl de fibronectina (a wuna
concentracién de 2 mg/ml) se diluye en 335 ul dél tampdn borato

{0.01 M tetraborato sdédico, 0.14 M NaCl, pH 8.2) y se reparte en tres

tubos con Iodogen incubandose durante 10 min/temperatura ambiente
con 0.75 mCi totales de [I'*liodurc sédico (ICN Biomedicals, Irvine,
Ca). Pasado este tiempo, la reaccidén se para con 90.pl de 0.4 mg/ml
tirosina en tampén borato y 450 gl de 1 mg/ml IK en PBS, 1% BSA y se

afiade PMSF a una concentracién final de 1 mM. La muestra se dializa

frente a varios cambios en PBS a 4°C y se almacena a =20°C.

Los ensayos de unién de fibronectina soluble 'a los distintos
sistemas celulares se realizaron del siguiente modo: las células se
lavan dos veces en el tampén de unidén (20 mM Hepes, 150 mM Naci, 1
mg/ml glucosa y 1% BSA) y se resuspenden ({5 X 10° células) en el

tampén de unidén/0.5 mM ca’*+ 0.5 mM Mg2+ (condiciones fisiolégicas) en
un volumen final de 50 pl donde estan presentes determinadas
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concentraciones de fibronectina-1'® junto con los ‘correspondientes
estimulos: cationes divalentes (Mn®'), AcMs (X63, TS2(16 y HUTS-21) vy
ésteres de forbol (PdBu). Al mismoe tiempo, se realiza por cada
muestra un desplazamiento de la unién de fibronectina-I'®® con un
exceso de 10 veces de fibronectina fria, para mas tarde poder
calcular la unién especifica. Las muestras se incuban durante 30 min

a temperatura ambiente, tras lo cual se llevén a tubos de

microcentrifuga sobre 300 pl de Dibutil phthalate y se centrifuga 3
min a 7.000 rpm. Las puntas de los tubos, que contienen unicamente
las células y lo que se hubiese unido a ellas, se cortan y se

cuantifica la cantidad de fibronectina-I'*®

presente utilizande un
contador gamma. La unién especifica de 1la fibronectina soluble
marcada radiactivamente a los respectivos sistemas celulares es el

1125

resultado de: la unidén de fibronectina- menes 'la unidén de 1la

125

misma concentracién de fibronectina-I en presencia de diez veces

de exceso de fibronectina sin marcar.

U.E.= Fn* - (Fn* + 10XFn)

13) Biotinilizacién de los AcMs.

Los AcMs purificades a una concentracidn éproximada de 2
mg/ml se dializan toda la noche a 4°C frente a un tampén borato pH
9.4 (0.1 M &cido bérico, 0.025 M tetraborato soddico, 0.075 M
cloruro sédico}. Al dia siguiente se disuelve .la biotina (N-
hidroxisuccinimido-biotina, Sigma) en dimetilsulféxido a una
concentracién de 2 mg/ml y se la afade a la muestra dializada de
los AcMs dispuesta en tubos de vidrio a una concentracién final de
0.1 mg de biotina/ml de AcM. Después de la incubacidén en continua
agitacién durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad, la
biotina no conjugada se eliminé dializando la muestra varias veces
frente a PBS/0.02% azida sédica. Los AcMs biotinilados se almacenan

en el mismo tampén de didlisis a 4°C.

14) Ensayo de competicién de epitopos entre distintos AcMs.
Los linfoblastos T se lavan dos veces con el tampdn
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'
+

Hepes/0.5 mM Mn®' y se resupenden (3-5 x 10° células/pocillo) en

pocillos de fondo en U, donde se preincuban con un exceso de AcM
frio (15-20 ug/ml) durante 10 min a 37°C. A continuacién se le

afiaden 2 pg del correspondiente AcM biotinilado dﬁrante otros 15

min a 37°C. Pasado este tiempo, las células se lavan dos veces con

100 pl del tampén Hepes a 4°C y se la afiaden 50 pl de avidina-FITC
(Sigma) en Hepes/NaCl/1% BSA a una dilucién 1:300. Tras 30 min/4°C
las células se lavan dos veces con PBS y se fijan con una solucidn
al 3% de formaldehido en PBS. La flucrescencia se determina usando

el citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson).

15) Mapeo de los epitcpos reconocidos por distintos AcMs en

la subunidad fB1.

Células de ovario de hamster chino fueron transfectadas con

distintas quimeras de la subunidad Bl de 1las integrinas VLA entre
humano y ratén (Takada y Puzon, 1993). Aproximadamente, 10’ células

transfectadas fueron lisadas en 1 ml de 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1%
TX100, 0.05% Tween 20, pH 7.4. La subunidad Bl, tanto la nativa

como las quiméricas, se inmunopurificaron con el AcM anti-fl humano
A1A5 acoplado a sefarosa. Lo que permanecidé unido especificamente a
la sefarosa-AlAS5 después de los lavados, se recuperd hirviéndolo
durante 5 min con el tampén de muestra conteniendo 1% de SDS y
separado por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7% en
presencia de SDS. Las proteinas fueron transferidas a la membrana
Immobilon-P (Millipore, Bedford) y la membrana fue bloqueada por
incubacién durante 1 h a temperatura ambiente con una solucién que
contenia 1% de leche en polvo. La membrana se incubdé con los AcMs
correspondientes lh/temperatura ambiente. Tras los lavados
necesarios se incubaron con un anti-IgG de ratén acoplado a
peroxidasa (Sigma) y el kit de ECL (Amersham, Buckinghamshire, UK)

se utilizé para detectar la unidén del anticuerpo.
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1

16) Técnicas de microscopia de fluorescencia.

En primer lugar, los cubreobjetos se tapizan con fibronectina

a una concentracién de 10 pg/ml en un tampdn 25 ﬁM Tris, 150 mM
NaCl, pH 8.2, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se
saturan los sitios libres con una soclucidén de 1% ?SA en PBS y se
permite la adhesién celular durante 40 min/37°C en presencia de los
estimulos especificados. Tras lo cual se lavan 'las células no
adheridas y las que permanecen se fijan con una solucidén de
formaldehido al 3% en PBS/10 min/tempera?ura ambiente.
Posteriormente, se permeabilizan con TX-100 al 0.1% en PBS y se
tifilen con faloidina-TRITC. El1 analisis de 1la forma celular se
realizé mediante fotomicroscopia wutilizando Niken' Labophot-2 con
objetivos de inmersién de 100x aumentos vy ‘fofografiadas con

peliculas Ektachrome 400,
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Resultados

4.1. PURIFICACION DE INTEGRINAS 1.

. . e t .
T.as integrinas $1 se purificaron por cromatografia de
inmunoafinidad en c¢ondiciones de activacién de las integrinas a

partir de diferentes tejidos humanos como se explica en materiales

y métodos. Las integrinas Pl se eluyeron especificamente utilizando
el tampén de elucién a pH 12 y el rendimiento de !la purificacién
fue de 1.5-2 mg de integrinas VLA purificadas en 10 ml de tampdn de
elucidén neutralizade. En la fig. 1 se muestra un gel de
poliacrilamida al 7% en presencia de SDS con tinciéﬁ de plata en el
gque se muestran los resultados de 1la purifiéacién, gue se

corroboraron postericermente con datos de ELISA.

figqura 1. Gel de poliacrilamida al 7% en presencia de SD3 donde se
muestran los resultados, mediante tincidn de plata, de la purificacién de

las integrinas P1.
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4.2. OBTENCION DEL ACM INHIBIDOR DE LA ADHESION CELULAR
MEDIADA POR VLA-1: SES8D9. '

4.2.1. Hibridomas productores de AcMs que reconocen

integrinas p1.

Para el desarrollo de este objetivo, inmunizamos ratones
hembras Balb/c con fracciones de integrinas $1 purificadas a partir
de un lisado de bazeo humano, segin el protocolb explicado en
materiales y métodos. A continuacién, realizamos la fusién celular
entre los linfocitos B del bazo de ratdén inmunizade y las células
SP2 de mieloma de ratén. Tras el crecimiento de los hibridomas, la
primera seleccién de los hibridos productores: de AcMs que
reconocian las integrinas Pl se realizd comprobandd la reactividad
de los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas en ensayos de
ELISA sobre placas de 96 pocillos de fondo planoirecubiertos con
integrinas $1, & una dilucidén testada anteriormeﬂte de 1:10. E1
resultado fue de aproximadamente 150 hibridos positivos de 576

sobrenadantes testados (tabla 1).

AcMs Pbsorb. (450nm) |AcMs Absorb. (450nm)
X63 {negativo) 0.18 3611 0.7
TP1/40 (CDlla) 0.16 3D9 . 0.20
TS2/16 (CD29) 0.6 4H8 G.48
Teal/41(CD49b) 0.22 SES T 0.22
HP2/1 (CD49d) 0.21 5F4 —0.56
1A10 0.33 6C10 0.1

2G9 0.12 6H3 T 0.38

K |

tabla 1. Resumen representativo de los datos de ELISA obtenidos para
algunos sobrenadantes de cultivo producido por lcs . hibridomas. Los
sobrenadantes de cultivo se testaron observando la reactividad frente a las
integrinas f1 purificadas (1:10) fijadas a pocillos planos y por técnicas
de ELISA como figura en materiales y métodos. '
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4.2.2., Seleccién de los AcMs positivos en ELISA que inhiben
la adhesién a ligandos de VLA-1.

Los sobrenadantes de cultivo de los hibridosfpositivos en el
ensayo de ELISA, se utilizaron para ver la capacidad de inhibicién
de la adhesién de las lineas celulares de neuroblastoma NB100 y
melanoma DX3 a los ligandos para VLA-1 laminina y ¢oléageno de tipo
I. El sistema de adhesidén es especifico para inteérinas VLA, como

se muestra por la inhibicién total de la adhe$i6n celular en

presencia del AcM inhibidor anti-f1 Lia 1/2.

De todos los sobrenadantes testados, ‘Gnicamente el
correspondiente al hibrido 5EB era capaz de inhibir totalmente 1la
adhesién de NB100 a coldgeno de tipo I, sin embargé, la adhesidn a
laminina no era alterada por la presencia de este;AcM. En el caso
de DX3, el AcM 5E8 no afectaba en ninguno de los' dos casos a la
adhesidén celular (fig. 2). Esto podria sugerir qué las células se
unen a esos ligandos utilizando otros receptores de la familia de

las integrinas VLA.

Una vez obtenido, el AcM 5E8 fue clonado por dilucién limite,
seleccionando el clon D9, con el cual completamos fodo el estudio.
El AcM S5E8D9 (IgG2a) purificade (10 pg/ml) se comportaba de la
misma manera en los ensayos de adhesién que el hibrido original
{(fig. 2) en condiciones controladas de cationes divalentes (tampdn

Hepes/Ca®' (2mM)+ Mg®*(2mM) ).

59



——Resultados

90 !

o
(7]
w
=
a
L1
a
a B No AcM
E B+ Lia1/2
= O+ SEBDO
Q
o
o
a

Fig.2. La adhesién de la linea celular de neuroblastoma humano NB100O
a coladgeno de tipo I se blogquea con el AcM anti-VLA-1 5E8D%, perc no inhibe
la acdhesién a laminina. La adhesién de células de melanoma humano DX3 a
coldgeno de tipo I o laminina no se vié alterada por la;presencia del AcM

SE8DY. El sistema era dependiente de integrinas [l como muestra por la
inhibicién teotal utilizando el AcM anti-fl bloqueador Lial/2. Los ligandos

se plaquearon a una cencentracién de 20 pg/ml. Los resutados de la adhesidn
celular fueron idénticos, realizandose independientemente en RPMI con CSN
de los AcMs o en condiciones controladas de cationes divalentes 2 mM Mg”,

2mM Ca?" en tampén Hepes con 10 pg/ml de los correspondiente AcMs.

4.2.3. E1 AcM 5ESD9 reconoce VLA-1.

t

La naturaleza de la molécula reconocida poE el AcM 5E8D9S
sobre la superficie celular se determiné utilizando técnicas de
inmunoprecipitacién a partir de lisados celulares;de NB100 y DX3,
previamente marcados radiactivamente con 1257 ' E1  AcM  SE8D9
inmunoprecipitaba una banda correspondiente a 20@ kDa asociada a

una banda de 130 kDa. Estos pesos moleculares coincidian con 1los

descritos para al (CD49%9a) y la subunidad comun de las integrinas
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VLA: pB1 (CD29) respectivamente. De la misma manera, al

inmunoprecipitar con el &2cM control anti-VvLR-1, TS 2/7, se

mostraban las dos bandas correspondientes al heterodimero alfl, 1lo

cual indica que el AcM S5SE8D9 reconoce especificamente la subunidad

al de la integrina VLA-1 {(fig. 3). ;

6 7 8 910M

NB100 DX3

Figura 3. Inmunoprecipitacién con el AcM 5E8D9 a partir de lisados
marcados con ‘I de las lineas celulares NB10O y DX3. El AcM
inmunoprecipitaba dos bandas de 200 y 130kDa (lineas 5 y 11) que
corresponden al heterodimero VLA-1 como se determina por comparacidn con el
AcM control anti-VLA-al (CD4%a) TS2/7 (lineas 3 y 9). Otros AcMs controles
fueron: HC1/1 (CDllc) lineas 4 y 10, TS2/16 (CD29) lineas 1 y 7, Teal/4l
{CD49b) lineas 2 y 8, y HP2/1 (CD49d) linea €. Los inmunocomplejos se
aislaron y las muestras reducidas se analizaron en geles de poliacrilamida
al 8% en presencia de SDS y autorradiografiados como se explica en
materiales y métodos.

En técnicas de andlisis por citometria de flujo, el AcM 5ESDO
presentaba los mismos patrones de expresidén que los obtenidos para

el AcM control anti-VLA-1 TS2/7, lo que confirma la especificidad
por el reconocimiento de la subunidad ol del AcM SEQDQ (fig. 4).
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4.2.4. Expresién de receptores de coligeno y laminina por las
lineas celulares NB100 y DX3.

Siendo VLA-1 receptor para colageno Yy lamining, el AcM anti-
VLA-1 G5E8D9 unicamente inhibe la adhesién celular de NB10C a
colageno de tipo I. Para dar una explicacién a la falta de inhicién
por parte del AcM 5E8D9 en la adhesidén celular é coiégeno de tipo I
en células DX3 y a laminina en ambos sistemas celulares decidimos
analizar los receptores de colageno y laminina que:presentan estas
lineas celulares. Estos receptores pueden ser: VLA-1 (coldgeno y
laminina), VLA-2 (colé&geno y laminina), VLA-3 {fibronectina,
coldgeno y lamina) y VLA-6 (laminina). El1 tipo de receptores y el
nivel de expresidén en cada linea celular van é configurar 1la
capacidad de adhesién a los ligandos. En la fig. 4 se observan
perfiles de citometria de flujo en los que se aprecian la expresidn
de dichos receptores. En los dos sistemas celulares se observa una
gran expresién de VLA-6, lo que explica la falta de inhibicidén de
la adhesién a laminina en presencia del AcM anti-vLA-1 5E8D9. En
NB100 la expresidén de VLA-1 es muy alta, compaféndola con los
niveles de expresién de VLA-2 y VLA-3, por lo que la adhesidn
celular a colidgeno se realiza principalmente: a través del
heterodimero VLA~1, siendo por tanto susceptible de ser inhibida
por el AcM 5E8DY. Por el contrario en el caso de QXB, el nivel de
expresién de VLA-1 es bastante reducido con respecté a los de VLA-2
y VLA-3, y esto explicaria por qué el AcM 5E8D9 no ejerce nigun

efecto inhibitorio en la adhesidén de DX3 a colageno de tipo I.
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D18 ] D18
LFA-18 LFA-1p

Figura 4. Expresidén sobre la superficie de las lineas celulares NB100O
y DX3 de los receptores de la familia de las integrinas VLA para coldgeno y
laminina. Los AcMs utilizados para analizar el nivel de expresidon de las
subunidades de integrinas por citometria de fluje fuercn: el control

negativo Lia3/2 (CD18), VIA-le. TS2/7 o SESDY (CD49a), VILA-2a Teal/4l
{CD49b), VLA-3o. P1BS {CD4%9c), VLA-6a GoH3 (CD49f) y anti-Pl TS2/16 (CD29).

4.2.5. Regulacién funcional de VLA-1.

Los estudios de la regulacién de la actividad:funcional de 1la
integrina VLA-1 por cationes divalentes, se llevaron a cabo
utilizande ensayos de adhesién de NB100O a colégpno de tipo I,
realizados en tampdn Hepes donde se'incluyeron los porrespondientes

cationes divalentes y AcMs a las concentraciones indicadas.
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4.2.5.1. Mg** y Mn** inducen activacién de VLA-1,.

Concentraciones crecientes de los cationes divalentes Mg®* o
Mn®** incrementan el porcentage de adhesién de 1d linea celular
NB100 a colageno de tipo I de una forma dosis-dependiente (fig.
BA). La concentracién minima de Mg?' requerida para la efectividad
de la adhesidén mediada por VLA-1 es 50 veces mayor que la necesaria
en el caso de Mn*', coincidiendo con lo que se h% descrito para
otras integrinas (Dransfield y col. 1992). A éconcentraciones
fisiocldégicas de Mg2+ (1-2 mM) o Mn® (0.05-0.1 mM}Ela adhesidén de
NB100 a colageno de tipo I es debida casi exclusivamente a VLA-1,
como se indica por la fuerte inhibicién de la adhesidén ejercida por
la presencia del AcM 5E8D9. A concentraciones més elevadas de los
cationes, el efecto inhibidor de adhesién del AcM 5E8DS no es tan
potente, debido posiblemente a la activacién "de los otros
receptores para colageno: VLA-2 y VLA-3, que aunqﬁe presentes en
bajos niveles de expresidén celular su activaciéﬁ por cationes
divalentes seria suficiente para soportar ese raumento en la
adhesién. En estos experimentos, y en los que se realizan en
ausencia de cationes divalentes, se ve reflejada la necesidad de
los cationes divalentes para la funcionalidad del heterodimero VLA-

1 (fig. S5A y 6A).

4.2.5.2. Efecto inhibitoric del ién Ca?'.

La adhesién celular de NB100 a colageno de tipo I mediada por
VLA-1 es inhibida por la presencia de ca®* (2mM) en el medio (fig.
5B) . Para ver el efecto que realmente ejerce el ca?* en la adhesién
celular de NB100 a colageno de tipo I, hicimos ensayos de adhesidn,
en condiciones favorables de adhesién mediada fpor VLA-1, en
presencia de una concentracién fija de Mg?* (2mM), variando la
concentracién de Ca?*. Concentraciones crecientes de Ca’' ejercia un
efecto inhibidor de la adhesién celular de NB100 a colageno de tipo

I mediada peor VLA-1.
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Figura 5. Dependencia de los cationes divalentes en la adhesidn
mediada por VLA-1 de la linea celular de neuroblastoma humanc NB1l0CG a
colagenc de tipo I. A} Mgz+ {(en presencia de 1mM de EGTA).a concentraciones

en el rango de mM y Mn®* en el rango de WM inducen adhesién celular a
colageno de tipo I mediada por VLA-1 de una manera dos.ls"dependlente. B)
ca?" inhibe la adhesién celular mediada por VLA-1 inducida por 2mM de Mg®*
de una manera dosis-dependiente. La concentracién final del AcM 5E8DY es de

10 pg/ml. .

4.2.5.3. E1 AcM TS2/16 activa VLA-1 y VLA-Z. .

El AcM TS2/16 reconoce un epitopo en la subunidad Pl de las
integrinas VLA que induce un aumento en la af:inidad por sus
respectivos ligandos, resultande en un incremento, de la adhesidn
celular a los respectivos ligandos. Esto se ha descrito para VLA-3
(Weitzman y col. 1993), VLA-4 (Masumoto y Hemler, 1993), VLA-5
(Arroyo y col. 1992) y VLA-6 (Chan vy Hemler, 1993). Nuestro
propésito era averiguar si el AcM TS2/16 era capaz de activar 1la
integrina VLA-1 induciendo un aumento en la adheéién de NB100O a
coldgenc de tipo I. Los ensayos de adhesidén celular se realizaron
en tampén Hepes/NaCl en presencia de 1los cati;ones divalentes
indicados. Como control, teniamos que en los casos. que se permitia
la adhesién celular, ésta se podia inhibir con el A;cM 5E8D9. E1 AcM
TS2/16 estimulaba la adhesién de NB100 a colégen;o de tipo I en
todos los casos, excepto en ausencia de cationes di:valentes (EDTA) .

En todos estos casos el AcM 5E8DY9 no podia revertir el aumento de
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la adhesién producida por el AcM TS2/16, lo que indica que también
se estd produciendo una activacién de los otros receptores para
colageno, VLA-2 y VLA-3, que estan presentes engestas células,
aunque sea en bajas proporciones (fig. 6A). TS2/16 era capaz de
estimular la adhesién incluso en la condicidn desfavorable de
adhesién celular en presencia de ca?*, por lo que decidimos hacer
ensayos de inhibicién de la adhesién en estas :condiciones. La
inhibicién de la adhesién de NB100 a colageno de tipo I por el AcM
SES8D9 era muy debil, pero realmente tenia un claro e-;fecto inhibidor
en la adhesién celular cuando se incubaba junto cén el AcM 12F1,
inhibidor de la adhesién celular mediado por VLA-2. Todos estos

resultados indican que el AcM Ts2/16 activa VLA—lI y VLA-2 (fig.

6B) .
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Figura 6. El AcM estimulador anti-fl TS2/16 activa VLA-1 en células
NB100. A)El AcM TS2/16 induce un importante incremento en la adhesién
celular a coldgeno de tipo I bajo todas las condiciones de cationes
divalentes. E1 AcM Ts2/16 no fue capaz de aumentar la adhesidén celular a
coldgeno de tipo I ni en ausencia de cationes divalentes ({(EDTA) ni a
albuimina de suero bovino (BSA) en presencia de Ca’* y Mg?': B} El incremento
en la adhesién celular a coldgeno de tipo I inducido por el AcM TS2/16 es
inhibida por AcMs anti-VLA-1 (5E8DY9) y anti-VLA-2 (12Fl1l). Concentraciones

de cationes divalentes utilizadas: [Mn®], 50 uM; ([(Ca®" + Mg®], 1 mM ca®' /2 mM
Mg?*; [Mg®* + EGTA], 2 mM Mg”'/1mM EGTA; [Ca®], 2mM; [EDTA], 2mM. Todos los
AcMs se utilizaron a una concentracién final de 10 pg/ml.'

4.3. ACMS QUE RECONOCEN EPITOPOS DE ACTIVACION EN LA

SUBUNIDAD (1 DE LAS INTEGRINAS VLA: HUTS-4, HUTS-7 Y HUTS-21.

4.3.1. Seleccidn de AcMs con distinta reactividad en

diferentes condiciones de activacién de las integrinas VLA.

Al igual que en el caso descrito para la obtencidén del AcM

5E8D9, en primer lugar purificamos integrinas Bi (materiales y
métodos) por cromatografia de inmuncafinidad en| condiciones de
activacién (en presencia de 0.2 mM de Mn®*'y utilizando una columna
del AcM TsS2/lé-sefarosa) a partir de una mezcla de lisados de

i

pulmén, higado y misculo esquelético humanos. A !continuacidn se

inmunizé a los ratones con aproximadamente 7.5 pg/inyeccién de 1la
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preparacién de las integrinas Pl purificadas y se realizé la fusién
celular para la obtencién de los hibridomas (materiales y métodos).
Tras dos semanas del crecimiento de los hibridomas,:se recogidé y se
testd el sobrenadante de cultivo. La seleccidén de estos AcM se
realizé mediante técnicas de citometria de flﬁjo, viendo 1la
reactividad diferencial de los AcM sobre linfobléstos T en dos
condicicnes de activacién de integrinas: 1) En preséncia de EDTA (3
mM), es un guelante de los cationes divalentes y representa un
estado de no activacién de las integrinas y 2) En condiciones de
activacién de las integrinas, administrando Mn** (0.5 mM) en el
medic de la reaccién. Utilizamos el sistema de linfoblastos T por

que las integrinas VLA expresadas en estas células pueden ser

rapidamente activadas por el AcM anti-Pl TS2/16 y/o;en presencia de
Mn?* extracelular. Tres BAcM producidos ©por +tres hibridomas
distintos presentaban una reactividad diferencialfbajo estas dos
condiciones de cationes: una mayor exXpresidn dé los epitopos
reconocidos por los AcM sobre linfoblastos T en presencia de Mn??
(Fig.7A) . Estos  hibridomas se c¢lonaron por ailucién limite
basandose en la mayor reactividad de los AcM sobre linfoblastes T
en presencia de Mn**, resultando en los tres clones diferentes

llamados HUTS-4 (IgG2b), HUTS-7 (IgGl) y HUTS-21 (IgG2b).

Interesantemente, hay una relacién directa entre la expresidn
de los epitopos reconocidos por los AcMs HUTS vy la;capacidad de la
adhesién de los linfoblastos T a los ligandos de las integrinas

VLA. En la fig.7B, se muestran los resultados dejlos ensayos de

adhesién celular a diferentes ligandos de las integrinas fl. Se
observa como en ausencia de cationes divalentes! (EDTA) no hay
adhesién celular a ninguno de los ligandos ensayados, mientras que
en presencia de Mn®’* y/o el AcM Ts52/16 si hay un aumento en la
adhesién celular, tode ello coincidente con la expresién de los

epitopos HUTS.
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Figura 7. La expresién de los epitopos reconocidos i:or los AcMs HUTS-
4, HUTS-7 y HUTS-21 en linfoblastos T es inducida por Mn®* y se
correlaciona con la adhesién celular mediada por integrinas pl1. a) Analisis
por citometria de flujo de la expresién diferencial de: los epitopos dque
reconocen los Acms HUTS en linfoblastos T dependiendo si la incubacidén se
hace en ausencia de cationes divalentes (3mM de EDTA) o en RPMI + 1mM de
Mn?* {panel derecho}). B} La adhesion de linfoblastos T a ligandos de las
integrinas (1 colageno tipo I (20 pg/ml), laminina (10 pg/ml) vy
fibronectina (10 ug/ml} es estimulada por la adicion de Mn®* {1lmM) al medio
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extracelular y el anti-fl1 TS2/16 {5 pg/ml} y totalmente blogueada en
ausencia de cationes divalentes extracelulares {(3mM de EDTA}.

4.3.2. Los AcMs HUTS reconocen la subunidad 1 (CD29).

I
.

La caracterizacién bioquimica de la molécula; reconocida por
los AcM HUTS se realizdé por técnicas de Western-Blot y de

inmunoprecipitacién. |
4.3.2.1. Anadlisis por Western-Blot.

Hicimos electroforesis de preparaciones de 'integrinas VLA

purificadas (aproximadamente 2ug/calle} en geles de poliacrilamida
al 7% en presencia de SDS en condiciones no reductoras Yy
transferencia de las proteinas a una membrana de' nitrocelulosa.
Estas membranas se procesaron con los respectivos AéM {materiales y
métodos). En la fig.8 se muestra como el AcM HUTS-21 reconoce una

banda de igual peso molecular que el AcM TsS2/16, qﬁe corresponde a
la subunidad p1. Esto sugiere que el AcH HUTS-21 puede estar

reconociendo la subunidad Pl (datos similares se wobtuvieron para
I

los AcMs HUTS-4 y HUTS-7).
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Figura 8. Muestras de integrinas [1 purificadas; (2 Hg/calle) se
separaron por electroforesis en presencia de S5SD5 y transferidas a membrana
de nitreocelulosa y analizados mediante técnicas de Western-Blot., Los AcMs

HUTS reconocen una banda del mismo pesc molecular que el AcM anti-f1
TS2/16. Los AcMs se utilizaron a una concentracién de 10 pg/ml.

1
I

4.3.2.2. Tecnicas de inmunoprecipitacién. '
!

En todos los casos, la inmunoprecipitacié& se realizdé a
partir de lisados de linfoblastos T marcados radiactivamente con
1257, incubacién e inmunoprecipitacién con los resgectivos AcMs, Yy
analizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de S3DS {materiales vy métodos). Par% reafirmar 1la
especificidad del reconocimiento de la subunidad Bl por parte de
los AcMs HUTS, se llevé a cabo la inmunoprecipitacidédn desde tres
puntos de wvista: 1) en condiciones de ausencia de cationes
divalentes, 2) en presencia de determinadas coﬁcentraciones de
cationes divalentes, y 3) previo tratamiente de los lisados
celulares-I'?® a un alto pH para conseguir la disociacién de las

integrinas en sus subunidades y posterior inmunoprecipitacidn.

4.3.2.2.1. En ausencia de cationes divalentes.

La lisis de los linfoblastos T marcados radiactivamente con

125 ge realizé en un tampén de lisis estdndar sin cationes

divalentes (1% TX100, 1% BSA en PBS, pH 7.4). Los AcMs HUTS-4,
HUTS-7 y HUTS-21 inmunoprecipitan una banda coﬁ una movilidad
electroforética similar a la que corresponde a la subunidad Bl: 130
kDa en cendiciones reductcoras y 110 kDa en no reducﬁoras (fig. 9A).
Ademas de los controles para miembros de 1la familia VLA, en la
figura 9A se muestra el inmunoprecipitado correspondiente al AcM

control anti-B1, TS2/16, donde se observa la banda. correspondiente

a la subunidad comin Pl junto con las diferentes subunidades

asocladas. \
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Figura 9A. Los AcMs HUTS-4, HUTS-7 y HUTS-21 iﬂmunoprecipitan un
unico polipéptide con idéntica movilidad electroforéticaique la subunidad

Bl. Linfoblastos T marcados con 1251 fueron lisades en PBS 1%TX100 sin
cationes divalentes (Ca®'+ Mg”}y la inmunoprecipitacion' se llevd a cabo
seqgiin se describe en materiales y métodos utilizando les siguientes AcMs:

TS2/16 {(Pl), calles A y K; TS2/7 (VLA-1}, calles B y L# Teal/41 (VLA-2),
calles C y M; P1B5 (VLA-3), calles D y N; HP2/1 (VLA-4), calles E y O; Lia

1/2 (Bl), calles F y P; GoH3 (VLA-6), calles G y Q; HUTS-4, calles H y R;
HUTS-7, calles I y 38; y HUT5-21, calles J y T. !

4.3.2.2.2. Efecto del Mn®™* en los precipitados de los AcMs

HUTS . !

HUTS-4, HUTS-7 y HUTS-21 inmunoprecipita subunidades a asociadas a

|
la subunidad Bl en presencia de Mn?* (activacién de ;ntegrinas).

Los epitopos reconocidos por los AcMs HUTS & se expresan en
condiciones determinadas de <cationes divalentes: (citometria de
flujo), coincidiendo con la activacidén de las inﬁegrinas; por lo
que decidimos realizar el proceso de inmunoprecipitacidén en
presencia de concentraciones fijas de cationes ;divalentes para
observar el nuevo patrén del inmunoprecipitado dé los AcMs HUTS.
Alicuotas del lisado de linfoblastos T marcados radﬁactivamente con
125 se preincubaron con concentraciones fijas de cationes
divalentes, manteniéndola posteriormente durante todo el proceso

(materiales y métodos). Cuando el proceso de inmunoprecipitacién se
i

realizé en condiciones que representan la inactividad de las
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integrinas, esto es en ausencia total de catiénes divalentes
utilizando el guelante EDTA (3mM), los AcMs HUTS inﬁunoprecipitaban
una banda correspendiente a la subunidad (1. iEn condiciones
fisiolégicas del =estade de activacién de las integrinas,
equivalente a los cationes divalentes ca’'(lmM)+ Mg%(lmM), los AcMs
HUTS igualmente inmunoprecipitaban la banda correspondiente a pi.
Por el contrario la inmunoprecipitacién en presencfa de Mn®** (2mM),
correspondiente a un estado de activacidn de las infegrinas, induce
cambios importantes, tanto cualitativeos como cuantﬁtativos, en los

inmunoprecipitados de los AcMs HUTS. El Mn?* induce 'la aparicién de
bandas adicionales gque coinciden con al, a2 y el fragmento de 80
kDa de o4 asociadas a la subunidad B1 comin, que aparece con mayor

intensidad. Se utilizé como control el AcM anti-f1, iTS2/16, que era

invariable en todos los casos (fig. 9B).

. |
— cation +Mn2+  4.Cal+ +Mgl+
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Figura 9B. La adicion de Mn** a lisados de linfoblﬁastos T induce la
aparicion de las subunidades a asocidas con la subunidad Bl en 1les
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inmunoprecipitados de los AcMs HUTS-4, HUTS-7 y HUT3-21. Los linfoblastos T
marcados con I fueron 1lisados en tampén Hepes con 1% de TX100 sin

cationes divalentes. Posteriormente, a diferentes alicuotas del lisado se
le afiadieron distintas cantidades de los cationes divalentes ca®, Mg™ vy

Mn®* a una concentracion final de 1mM. La inmunoprecipitacion se realizé

con los Acms anti-Pl TS2/16 (control invariante en los inﬁunprecipitados) v
los AcMs HUTS.

1

4.3.2.2.3. Inmunoprecipitacién en condiciones' disociantes de

los heterodimeros VLA. |

La disociacién del heterodimero VLA en sus subunidades as y

Bl se realizé sometiendo a lisados de linfoblasios T marcados
radiactivamente con Ius, en presencia de Mn?* {1lmM), a pH 11 durante
30 min a 37°C y una répida neutralizacién a pH 8. Se utilizé 1la
incubacién de los lisados a pH 8 como control de qué la disociaciédn
era correcta y no era un efecto de una posibie degradacidn.

Posteriormente se inmunoprecipita y se observa como en condiciones
disociantes el AcM HUTS-21 solo reconoce la bandajde Bl, mientras
gue en condiciones no disociantes precipita lasi mismas bandas
comentadas en el punto anterior. El mismo efecto se observa con el
AcM control TS/16 (fig. 9C}. Similares resultado% se obtuvieron

para los AcMs HUTS-4 y HUTS-7.

Todos estos resultados demuestran que los AcMs HUTS-4, HUTS-7

y HUTS-21 reconocen un epitopo en la subunidad B1 de las integrinas
|

VLA dependiente de la presencia de determinados cationes

divalentes, que se puede traducir en estados aétivados de las

integrinas VLA. !
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Figura 9C. El AcM HUTS-21 precipita el polipeptido Bl a partir de un
lisado de '?*®I-linfoblastos T después de la disociacion, por un tratamiento

de alto pH, de los heterodimeros en sus subunidades as y fl1. Linfoblastos T
marcados con 2T fueron lisados en 10 mM Tris, 1% TX100, 1m Mn*", pH 8.
Alicuotas del lisado se trataron con un pH 11 para disociar las subunidades
de integrinas y pH 8 como control del experimento. La inmunoprecipitacion

se realizé con 10 pg/ml de los respectivos AcMs. Similares resultados se
obtuvieron para los AcMs HUTS-4 y HUTS-7. .

3.4. La activacién de las integrinas f1 en: linfoblastos T

inducen la expresién de los epitopos HUTS.

Los cambios en la expresién de los epitopos HUTS, en la

subunidad Pl, en presencia de Mn®* y Mg®’' puede representar que
estos AcM reconocen epitopos reportadores de! la activacién
funcional de las integrinas VLA. Con el fin de; demostrar esta
hipétesis, examinamos si la induccldén de 1la acéivacién de las
integrinas VLA por otros estimulos también estaba anmpaﬁado por un

aumento en la expresién de los epitopos HUTS. Los linfoblastos T se

preincubaron con el AcM activador anti-pl TsS2/16, el éster de
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forbol 12,13-dibutirato o PdBu y el ionéforo de calcﬁo A23187 en el
tampén Hepes con 1mM de Ca” y 1mM de Mg% (condiciones
fisiolégicas) durante 30 min a 37°C. Posteriormenteise analizaba la
expresién de los epitopos HUTS, empleando el correspondiente AcM
biotinilado, por técnicas de citometria de flujo% (materiales vy

métodos). La fig. 10 muestra como en todos los casos en los que se

ha inducido la activacién de integrinas f1, también 'se ha aumentado
la expresién del epitopo HUTS-21. Se obtuvieron idénticos
resultados para los AcMs HUTS-4 y HUTS-7. Estos resultados
confirman que la expresién de los epitopos reconocidos por los AcMs
HUTS estén en relacién directa con la activacidn de las integrinas

VLA. !

stimufl
f | l
: 18 i
‘! - |
: 48 |
T82/16 :
; i 40 ' i
‘ PDBU :
1
] i 72 _ !
] : ‘ A 23187
) | 84 |
1 i . TS2/16+PDBU :
b 1
I 79 | |
{ l 1$2/16+A23187 '

Figura 10. La preincubacién de linfoblastos T con el AcM estimulador
anti-p1 TS2/16, éster de forbol PdBu y el iondforo de calcio A23187 induce
un aumento en la expresién del epitopo reccnocido por ell AcM HUTS-21. Los
linfoblastos T se preincubaron con el AcM TS52/16 (S5pug/ml), el éster de
forbol 12,13-dibutirato o PDBU {100nM) o el iondforo de calcio AZ23187 (2uM)
en el tampén Hepes con 1mM de Ca’’ y 1mM de Mg®* (condiciones fisiolégicas)
durante 30 min. a 37°C. Posteriormente se afladié el AcM HUTS-21 biotinilado
durante otros 10 min y la unién se detectd con avidina fluoresceinada
(materiales y métodos). lLos numeros representan el porcentaje de células
positivas. $e obtuvieron idénticos resultados para los AcMs HUTS-4 y HUTS-
7 . i
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4.3.4. Correlacidén funcional entre los niveles de expresién

de los epitopos HUTS y el grado de activacién de 1las integrtinas
pt.

Con el objetivo de caracterizar el paralelismo existente
entre activacién de 1las integrinas VLA y 1la expresién de los
epitopos HUTS, decidimes hacer wun analisis detallado de la
expresién de estos epitopos en varias condicionés de cationes
divalentes y de temperatura, Y correlacionarqu con  ensayos
funcionales de adhesién celular a ligandos para iﬁtegrinas VIA. A
temperatura fisiolégica (37°C) y en condiciones de pa“ + Mg?* habia
una minima expresién de los epitopos HUTS, la cual se revertia
totalmente cuando estaba uUnicamente presente Ca’’.: En condiciones
de activacién de las integrinas, gque correspondia cén la incubacidn
de los linfoblastos T con Mg?" + EGTA (quelante de ‘ca?) o Mn?', 1la
expresién de los epitopos HUTS se incrementaban coﬁsiderablemente.
Cuando todos estos estudios se realizaron a 4°C, teﬁperatura gue no
permite la activacién de 1las integrinas, la expfesién basal de
estos epitopos era negativa, e incluso en el inten#o de activacidn
de las integrinas en presencia de Mn®* daba unos insignificantes

niveles de expresién de los epitopos HUTS. Como, control de la
expresién invariable de las integrinas fpl utilizam?s el AcM TS2/16

(fig. 11A). i

En la fig. 11B se muestran los resultadoS obtenidos en
ensayos de adhesién de linfoblastos T, realizado% a temperatura
fisiolégica y en diferentes condiciones de cationes divalentes, a
ligandos para VLA: col&geno de tipo I, laminina y ?ibronectina. Se
observa, bajo todas las condiciones de cationes utilizadas, una
correlacién directa entre los niveles de expresiénéde los epitopos
HUTS (fig. 11A) vy el grado de activacidn fuhcional de 1las
integrinas VLA, medida como porcentaje de adhesidn celular a 1los

diferentes ligandos testados. i
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Figura 11. Regulacion por cationes divalentes de la expresion de los
epitopos reconocidos por los AcMs HUTS y de 1la adhésion mediada por

integrinas Pl de linfoblastos T. A) La expresion de los epitopos de la
subunidad $1 HUTS-4, HUTS-7 y HUTS-21 es inducida a 37°C por Mg” o Mn®* y
es inhibida por la presencia de ca®" y/o bajas temperaturas. B} Adhesion de

linfoblastos T a ligandos especificos de las integrinas B1 colageno de tipo
I, laminina y fibronectina a 37°C en diferentes condiciones de cationes
divalentes a las siguientes concentraciones: 1mM ca?, 1mM Mg®*, 0.5mM Mn™,
2mM EGTA. g

4.3.5. Los AcMs HUTS reconocen epitopos solépantes situados

entre los residuos 355-425 de la subunidad 1.

Para averiguar la localizacién fisica de los epitopos
recnocidos por los AcMs HUTS realizamos, mediaﬁte técnicas de
citometria de flujo, ensayos de competicién cruzada de epitopos que
consistian en una incubacién previa de los linfoblastos T con un
AcM purificade y posteriormente la incubacién con el AcM
biotinilado que se queria testar (materiales y métédos). En la fig.

12A se muestra los perfiles de citometria de flujo donde se ve la
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expresién de los epitopos reconocidos por los AcM HUTS-bictinilados
en estas condiciones y se mantienen en présencia de la
preincubacién con el AcM control anti-VLA-1 3E8D9. Pero la
expresién de los AcMs HUTS-biotinilados es drasticamente inhibida
cuando se preincuba con el purificado del AcM HUTS-21. Similares
resultados se obtuvieron bloqueando con los otros AcMs HUTS. Con 1lo

cual queda demostrado que los tres AcMs HUTS rec?nocen el mismo

epitopo o epitopos solapantes en la subunidad p1.

En colaboracién con el Dr. Takada y mediante técnicas de

Western-Blot wusando un panel de moléculas . quiméricas 1
humano/ratén purificadas, demostramos que el AcM HUTS-21 reconoce
una banda correspondiente a los residuos 1-425 de la cadena fB1
humana, pero no la banda gue incluye los residuos humanos 1-354,
por lo que confirmamos gque los Acms HUTS-4, HGTS—7 y HUTS-21
reconocen epitopos localizados en una regidn entre los residucs
355-425 de la subunidad Pl (fig. 12B). Con estos datos describimos
una nueva regién reguladora de la activacién de las’ integrinas VLA,

dentro de la subunidad Pl, ya que hasta ahora todos los Acms con

funciones reguladoras Pl-especificos reconocian uha regidén entre

los residuos 207-218, como el Acm TS2/16.

A

) HUTS 21t HUTS 21-B SEADY i~ HUTS 21-B

1
i
1
4
1)
)
1
1
b

1
1
]
1
L]
L)
L)
1
1

- HoTS 78| | 5es09

HUTS 21 A HU:'T'S 7-8

T
' ]
' F]
' 1
¥ '
1 ]
1 ]
] 1
+ ]
* 1
t

— HIS 4B HUTS 21 '—- HUTS 4-8 SEADS ;--- HUTS 4-8
]
)
1
1
1
1
)

80 '



Resultados .
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Control

HUTS-21

Figura 12. A) Los AcMs HUTS-4, HUTS-7 y HUTS-Z1 compiten por el sitio

de union en la subunidad Pl de las integrinas VLA. En cada muestra, los
linfoblastos T primeramente se incubaban con el AcM mostrado en el lade
izquierdo de las flechas y posteriormente con el AcM biotinilado mostrado a
la derecha de las flechas. El anti-VLA-1 (CD49a) S5EBDY9 se usd como control.
B) el epitopo reconocido peor el AcM HUTS-21 se encuentra éntre los residueos

354-425 de la subunidad Pl humana. Moleculas Pl humanas y quiméricas entre
humano/raton h587/r, hd25/r y h354/r fueron inmunoprecipitadas y separadas
por SDS-PAGE en condiciones no reductoras y transferidas 'a una membrana de
Tmmobilon P, a partir de la cual se realizd Western-Blot con los AcMs HUTS-
21 y TS2/16. Los AcMs HUTS-4 y HUTS-7 dieron resultados idéntices.
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4.3.6. Los epitopes HUTS se comportan como LIBS.

'
1

Los epitopos recocnocidos por los AcMs HUTS sé comportan LIBS
(ligand induced binding sites), son iniciales Ien inglés que
significan que la expresidén de los epitopos es inducida por la
unién del ligando especifico a los correspondientes 'miembros de las
integrinas VLA. En la tabla 2 se muestra como la preincubacién de
linfoblastos T y K562 con ligandos para determinados miembros de la
subfamilia de 1las integrinas VLA, inducen un 'aumento de 1la
expresién del epitopo HUTS-21, demostrando su comportamiento come

LIBS.

Linfoblastes T Eritroleucémica
{K562)
AcMs % células Int.media % células | Int.media
positivas fluoresc. positivas ]?luoresc
X683 2.4 27.7 3.1 7.7
TS2/16 60.4 82.3 94.5 ‘72.7‘
HUTS-21 2.3 7.2 41.9 :25.3
HUTS-21 + ... i
BSA (40) 1.8 6.1 48.8 [T 29.2
VCAM-1 (25) 30.7 19.90 44.2 226.?
Fn 80 (30) 13.4 10.2 85.1 ;54.8
Fntotal(40) 1.5 6.2 44.7 ;31.7
MnT (0.5mM) 36.8 25.22 1 69.3 20,9

Tabla 2. La expresién del epitopo Pl reconocido por el AcM HUTS5-21 es
inducide en linfoblastoes T y la linea celular K562 por la unidén de los
ligandos solubles FN 80 y VCAM-1. Los linfoblastos T expresan receptores en
su superficie para FN 80 (VLA-5) y VCAM-1 (VLA-4), por lo que la incubacidén
con éstos inducen la expresién de los epitopos HUTS. La linea celular K562
solo expresa el heterodimero VLA-5, por lo que solo en el caso de
incubacién con FN 80 se va a potenciar la expresién de los epitopos HUTS.
La incubacién de los dos tipos celulares con FN total no va a inducir la
expresién de los epitopos HUTS, probablemente por que los: receptores tienen
poca afinidad por este ligando. Los nimeros entre paréntesis indican la

concentracién utilizada de los ligandos en pg/ml.
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|

4.3.7. Los AcMs HUTS inducen activacién fuhcional de las

integrinas f1. ‘

Nos planteamos la cuestién si los AcMs HUTS eran capaces de

ejercer algun efecto en la funcionalidad de 1las intggrinas fl1. Para
responder a esta cuestién, decidimos realizar ensayos de adhesidn
de linfoblastos T a ligandos para las integrinas VLA: colageno de
tipo I, fibronectina y laminina, en medio RFMI Yy en presencia de
los respectivos AcMs. La fig. 14 muestra como el AcM HUTS-Z1 induce
un significante aumento de la adhesién celular a los ligandos
testados en la misma proporcién que lo hace el AcM estimulador

anti-pl TS2/16. Estos resultados demuestran que bajo condiciones

“permisivas” para la adhesién celular mediada por: integrinas p1,
los AcMs HUTS son capaces de inducir la activacién funcional de las

integrinas.
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Figura 14. El AcM HUTS-21 estimula la adhesidn de:linfoblastos T a

los ligandos especificos para integrinas 1 colagene de tipo I,
fibronectina y laminina. Las ensayos de adhesién se desarrollaron en medio
RPMI comc se describe en materiales y métodos. Los AcMs se usaron a una

concentracién final de 5 pg/ml. El AcM estimulador anti—ﬁl TS2/16 y el AcM
irrelevante anti CDlle HCl/1 se usaron como control. Resultados similares
se obtuvieron con leos AcMs HUTS-4 y HUTS-7. '

4.3.8. La activacién de las integrinas Pl en todos los
I

sistemas celulares viene representado por un incremento en la

expresién de los epitopos HUTS.

Decidimos analizar la expresién de los epitopos HUTS en

1
varios sistemas celulares para demostrar que la induccién en la
expresién de estos epitopos durante el proceso de activacidn de las
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integrinas Pl es un efecto general que ocurre en todos los sistemas
celulares y no es un fenémeno restringido del sistema celular
elegido o una consecuencia de su cultivo y estimulacién in vitro
con fitohemoaglutinina/interleuquina-2. Estudiamos linfocitos
frescos aislados de sangre periférica, asi como | las siguientes
lineas celulares: linfoblastoide B RBMOS (solo expresa el miembro
VLA-4 de 1las integrinas Pl1), eritroleucémica K562 (expresa el
miembro VLA-5), carcinoma de colon COLO-320 (expresan los miembros
VIA-1, VLA-2, VLA-3, VLA-5 vy VLA-6) y la, linea celular
mielomonocitica U-937. En todos estos sistemas celulares se observa
un aumente en la expresién del epitopo HUTS~21; similar a 1lo
descrito para linfoblastos T, en una situacidn dé aumento de la
activacién de las integrinas Bl inducida por la presencia del
catién divalente Mn** a temperaturas fisiolégicas,lcon respesto a
la condicién basal en presencia de Ca’" + Mg’'. Por el contrario, en

la linea celular linfoblastoide B, JY, gque no expresa niveles

detectables de integrinas B1, el Mn®* no indujo la expresién de este
i

epitopo (tabla 3). Se obtuvieron resultados similares para los AcMs

HUTS-4 y HUTS-7.

Linfocitos aislados de Linfoblastoide B Er#troleucémica
sangre periférica (RAMOS) j (KS62)

AcMs Ca® + Mg* Mn* Ca® + Mg® Mn“* Ca®’ + I;’lg“ MR
4°C ;

X63 5.8 5.8 4.7 6.2 8.5 : 7.7

TS2/186 235.0 226.7 48.2 50.0 42.0 . 43.8

HUTS-21 14.8 26.4 7.7 11.0 l6.2 . 18.4
37°C .

X63 5.4 4.8 5.9 6.1 8.0 ; 7.6

Ts2/16 2267 236.9 56.7 53.7 37.8 77.4

HUTS-21 17.7 149.2 12.9 29.1 18.4 I 39.9
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I

Mielomonocitica Colocarcinoma Linfobiastoide B

(U-937) (COLO 320) (JY)

AcMs ca® + Mg“ Mn* ca‘" + Mg® Mn*" ca® + M(E;“ Mn®

a°C
%63 13.5 12.0 9.2 £.9 5.5 I,
152716 330.0 315.7 187.0 190.3 T 10.9
HUTS-21 20.6 35.6 18.0 24.8 5.4 6.9

37°C : ]
%63 14.0 13.6 10.1 8.9 1.4 5.5
TS2/16 326.7 305.4 201.8 223.6 10.5 10.3
HUTS-21 19.0 I 20.7 184.8 5.3 7.3

| .

1
'

Tabla 3. Expresién del epitopo HUTS-2Z1 en distintos tipos celulares
bajo diferentes condiciones de temperatura y cationes divalentes. El
experimento se desarrolld en tampén Hepes con los correspondientes caticnes
divalentes en las condiciones que se explican en materiales y métodos. La
concentracién de los cationes divalentes era de 1mM para,Cah'y Mgb, y 0.5

wM de Mn2'. Los AcM se utilizaron a una concentracién de 5 pg/ml usando X63
y TS2/16 como control negativo y positive respectivamente. Los resutados
estan expresados come intensidad media de fluorescencia.

4.3.9. El grado de activacién basal de las. integrinas VLA
depende del tipe celular y viene representado por la expresidn de

los epitopos HUTS.

Las integrinas VLA van a presentar distinteos grados de
activacién en estado de reposo. E1 grado de activacién de las
integrinas VLA sobre los distintos sistemas celulares se puede

precisar analizando la expresién de los epitopos .reportadores de

activacién en la subunidad Pl: HUTS. Se mantenia que las integrinas
VLA se encontraban, en condiciones basales, en fun estado poco
activo o practicamente inactivo, pero al realizarfanélisis de la
expresién de los epitopos HUTS, vimos como dhferentes tipos
celulares expresan distintos niveles de los epitppos HUTS. Esto

corresponderia a que distintos sistemas celulares presentan
diferentes grado de activacién de las integrinas Bi. En la tabla 4

se muestra la expresién del epitopo HUTS-21 en los distintoes
sistemas celulares analizados: se observa ccomo en condiciones

basales la expresidén de los epitopos HUTS es ‘'dependiente del
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1

sistema celular y como la potenciacién de la activacién de las

integrinas VLA utilizando el ién Mn**  aumenta la exprésién del
epitopo. En la fig. 15 se muestran ensayos de adhesién celular al
ligando para integrinas VLA, FN, representativos donde se muestra
la correlacién funcional entre la expresidn de los‘epitopos HUTS vy
nivel de adhesién celular basal. La presencia del:AcM HUTS-21 es=s
capaz de inducir la adhesidén celular, como se muestfa anteriormente

con los linfoblastos T.

Linfoblastos T Eritroleucémica Mielomonocitica
(K562) (U937)

AcMs % células Int.media % células Int.media % células Int.media

positivas fluoresc. positivas fluoresc positivas fluoresc
X863 2.2 12.0 1.3 6.2 5.7 " 14.6
TS2/16 99.6 176.3 100.6 94.8 100.6 : 326.8
HUTS-21 11.5 20.3 35.0 18.3 B82.2 49.1
HUTS-21+Mn°" 82.9 59.2 18.6 28.5 93.6 ' 65.3

Tabla 4. Expresién del epitopo HUTS-21 en linfoblast::os T y las lineas
celulares K562 y U-937. El experimento se realizé en REMI +/- 0.5mM de Mn®'

(materiales y métodos}). Los AcMs se utilizaron a una concentracién final de
5 pg/ml.
1
) & No AcM
z 60 - 100 - 100 1 .
% 50 : : . B +TSi216
£ 7] 80 4 80 4 0 +HUTS-21
40
: 60 - 60
E 30 4
40 4 E
; 20 1 40
§ 10 20 20
¢ o0 — 0 0
LINFOBLASTOS T K562 u-837

Figura 15. Distintos sistemas celulares presentan distinta capacidad
de adherirse basalmente a fibronectina. Los ensayocs de adhesién celular de
linfoblastos T y las lineas celulares K562 y U-337 a . fibronectina (7.5
pg/ml) se desarrollaron en RPMI respedtivos AcMs a una
concentracién de 5 pg/ml segun se describe en materiales y métodos. El1 AcM
HUTS-21 induce adhesién celular en los sistemas testados. Resultados
similares se obtuvieron para los AcMs HUTS-4 y HUTS-7.

junto con los
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Hay dos posibles explicaciones para interpretar la diferente
expresién basal de los epitopos HUTS en los disﬁintos sistemas
celulares analizados y por consiguiente el grado de activacién de
las integrinas VLA. En primer lugar, las propias caracteristicas de
las células: su procedencia y el estado de activacidén general de
las mismas van a determinar la activacién basal dé las integrinas
VLA y por lo tanto la expresidén de los epitopos QUTS. En segundo
lugar, HUTS puede ser debida al

la expresién de los epitopos

comportamiento de estos epitopos como LIBS, esto es, que miembros

de las integrinas Pl situados sobre la superficie celular estén
uniendo sus correspondientes ligandes de forma soluble. En la tabla
5 se muestra que al menos para el caso de la linea celular K562 se
puede afirmar que la expresién basal del epitopo HUTS-21 es debida
a la unién de fibronectina, como se demuestra por la tincidén con un
AcM anti-fibronectina y por ensayo de citometria de flujo. En el
caso de la linea celular U-937, la expresidén basal del epitopo
HUTS-21 puede ser debide por un lado a las caracteristicas de este
tipo celular o a la unién de otro tipo de ligandé gue no sea la
fibronectina que no pudimos determinar al no poseer AcMs frente a

otros ligandos para integrinas 1.

Linfcoblastos T Eritroleucémica Mielomonocitica
(K562) . (U93T)

AcMs % células Int.media % células Int.media % células Int.media

positivas fluoresc. positivas fluoresc. positivas fluoresc.
%63 6.6 15.5 3.5 15.5 3.9, 17.3
T52/1%6 100.0 523.2 100.0 219.6 100.0 - 898.4
HUTS-21 14.5 18.3 57.9 38.2 97.8; 74.8
anti-Fn 8.5 15.8 16-6 33.0 18.5. 22.2

Tabla 5. La expresién del epitopo HUTS-21 puede' ser debida a la
presencia de fibronectina sobre la superficie en "algunos sistemas
celulares. Estos ensayos se realizaron, por técnicas , de citometria de

flujo, en RPMI en presencia de los respectivos AcMs como se describe en
materiales y métodos.
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4.3.10. Meodulacidén de la afinidad de las inﬁegrinas B1 por

los ésteres de forbol.

Los ésteres de forbol inducen un aumento bn la adhesidén
celular mediada por integrinas VLA (Fig. 18). Paia discernir si
este incrementoe en la adhesién celular es debido a spreading
celular (avidez) o por un aumento en la afinidad de las integrinas

por el ligando decidimos realizar los siguientes experimentos.

4.3.10.1. Expresién de los epitopos HUTS.

Hemos investigado como afecta la presencia de los ésteres de

forbol a la afinidad de las integrinas Pl analizando por técnicas
de citometria de flujo la expresién del epitopo reportador de
activacién‘ HUTS-21. Como ya comentamos al principio, en la
caracterizacién del epitopo reconocido por los AcMs HUTS, el
pretratamiento de 1linfoblastos T con ésteres dé forbol (PdBu)
induce un incremento en la expresién del epitopo HUTS-21 de una
manera dosis-dependiente. Usando como control positivo de maxima
expresién del epitopo HUTS-21 el estimulo Mn** (0.5mM), vemos que
el tratamiento con PdBu alcanzan niveles similaresla los obtenidos
por el Mn?'. Resultados similares encontramos para la linea celular
U-937. Sorprendentemente observamos que el pretratamiento de la
linea celular K562 con PdBu no modifica el grado de expresién del
epitopo HUTS-21. Usando Mn?', como en el caso antefior, se muestra
gque las integrinas en esta linea celular se pueden activar por

otros estimulos, pero en este caso la funcionalidad de las
integrinas B1 no son sensibles al tratamiento con ésteres de forbol

(tabla 6). Para descartar la posibilidad de que el tiempo de
incubacién de estas lineas celulares con los ésteres de forbol
podria ser insuficiente para algun tipo de respuesta en la
expresién del epitopo HUTS-21, hicimos los e?perimentos con
pericdos de incubacién mas largos, hasta un maximo de 48 horas, y
no encontramos ninguna variacién en los niveles de expresidén. Lo
que se puede concluir que: dependiendo del sistema celular
analizado, los ésteres de forbol pueden incrementér la activaciédn
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f
de las integrinas Bl o lo que es lo mismo el grado de afinidad de
las integrinas Pl por sus ligandos, como se refleja por un aumento
en la expresidén de los epitopos HUTS. En otros sistemas celulares

la presencia de los ésteres de forbol no afecta al grado de

afinidad de las integrinas Pl.

Linfoblastos T Eritroleucémica Mielomonocitica

{K562) I (U937}
AcMs % células Int.media % células Int.media % céluilas Int.media
positivas fluoresc. positivas fluoresc positivas fluoresc
¥63 2.2 12.0 1.3 6.2 5.7 . 14.6
TS2/16 99.6 176.3 100.0 94.8 100.0 ¢ 326.8
HUTS-21 11.5 20.3 35.0 18.3‘ 82.2 ! 49.1
HUTS-21+Mn* 82.9 59.2 48.6 28.5 93.6 | 65.3
HUTS=21
+PdBu{nM) !
1 15.2 21.6 32.2 17.7 87.6 i 53.2
20 36.6 29.4 37.3 19.5 89.1 56.2
r__ 50 47.8 33.9 34.2 1B.6 93.8‘ 64.9

Tabla 6. La respuesta en la activacién de las infegrinas fl por el
tratamiento con los ésteres de forbol depende del tipo celular analizado.
La activacién de las integrinas se midié por técnicas:.de citometria de
flujo utilizando como sonda la expresién del epitope; HUTS-21 como se
explica en materiales y métodes. Los AcMs se utilizaron aiuna concentracién

final de 5 pg/ml.

4.3.10.2. Ensayos de unién de ligando soluble%

Hasta ahora hemos dicho que la expresién de lbs epitopos HUTS
corresponde al estado de activacién en el que sé encuentran las

integrinas VLA o lo que es lo mismo el grado de ,afinidad de las

integrinas por sus ligandos. Para demostrar que la iexpresidén de los

epitopos HUTS se correlaciona con el grado de afinidad de 1las
]

integrinas Pl por sus ligandos, decidimos hacer ensayos de unién de

I a sus

fibronectina soluble marcada radiactivamente ¢on
receptores celulares (materiales y métodos). El estado basal de 1la
afinidad de las integrinas se calculé incubando las células con
concentraciones fijas de fibronectina marcada radiactivamente en el

tampén de la reaccién en presencia de ca’* + Mg®'., Como controles
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positivos de aumento de la afinidad utilizamos el AcM activador

anti-pl TS2/16 y el catién divalente Mn®* (Arroyo y col. 1993). En
todos los casos, excepto en la presencia de Mn?*, lé incubacidén con
los estimulos se realizd en condiciones basales én presencia de
ca®* + Mg?' {fig. 16). Mediante los ensayos de unién:de fibronectina
soluble maracada radiactivamente a los distintos tipos celulares,
demostramos que efectivamente en los sistemas celuléres que el PdBu
induce un aumentoe en la expresién de los zepitopos HUTS,
linfoblastos T y U-937, realmente estd provocando un estado de alta
afinidad de la integrina por el ligando. Por el cbntrario, en la
linea celular K562, donde la expresién de los epitopos HUTS no se
ve alterada por la presencia de ésteres de forbolr tampoco se ve

afectada la afinidad de la integrina por el ligando. (fig. 16).

70 - 300 120 - —e—cCaz+Moz+
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—A—PdBu
250 1 100 41 152/
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2 —M—Mn2+
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Figura 16. Ensayes de unién de 125T_fibronectina soluble a

linfoblastos T y las lineas celulares K562 y U-937. La unién especifica del

ligando soluble marcado radiactivamente a las respectivas células es el

resultado de: la unidén de 125 _fibronectina menos la unién de la misma

concentracién de 2*I-fibronectina en presencia de diez veces de exceso de

fibronectina sin marcar. U.E.= FN* - (FN* + 10xFN). Los numeros de los ejes

de abcisas representan la concentracién de FN*. Las incubacicnes se
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realizaron en el tampén de unién conteniendo las siguientes concentraciones
de cationes divalentes y AcMs: 0.5 mM Ca®* y 0.5 mM Mg” i (rombos), 0.5 mM

Ca®/0.5 mM Mg®® + 5 pg/ml del AcM TS2/16 ({aspas), 0.5 mM Ca®' /0.5 mM Mg®* + 5

ug/ml del AcM HUTS-21 (cuadrados}, 0.5 mM Ca®/0.5 mM Mg”’' + 75 nM PdBu
(triangulos) y 0.5 mM de Mn’" (asteriscos). '

i
4.3.11. Mecanismos de accién de los AcMs HUTS. .

Los resultados anteriores demuestran que 'los AcMs HUTS
inducen un aumento en la adhesién celular af ligandos para
integrinas VLA similar al que produce el AcM . T82/16, y que
distintos sistemas celulares expresan distintos niveles de los
epitopos HUTS. Por todo esto se nos plantea ?a cuestién de
averiguar cuales son los mecanismos por los gque se ésté produciendo
ese aumento en la adhesién celular inducido por Elos AcMs HUTS:
pueden estar induciendo cambios conformacionales dé las integrinas
que lleve a un aumento en la afinidad por el ligaﬁdo o puede ser
debido a un proceso gque ocurre posterior a Ila interaccidn
integrina-ligando, como spreading celular, o también puede deberse
a que los AcMs HUTS sean capaces de mantener ‘congelados” las

conformaciones integrina-ligando que se encuentren interaccionando.

4.3.11.1. Ensayos de unién de ligando soluble.

Para intentar dar explicacién a esta pregunta realizamos, en
primer lugar, ensayos de unién de fibronectina soluble marcada

radiactivamente con I'*®

en presencia del AcM HUTS-21. En los
sistemas celulares que expresan basalmente el epitopo HUTS-21: K562
y U-937, la presencia del AcM HUTS-21 induce ué aumento en 1la
afinidad de las integrinas por el ligando, mientras que en el caso
de linfoblastos T, que no hay exXpresidén de los epitbpos HUTS, no se
observa variacién de la afinidad en presencia del AcM HUTS-21. Para
dar una posible explicacidén hay que tener en ‘cuenta gque las
interacciones integrina-ligandec son reversibles y due la expresidn
basal del epitopo HUTS-21 va a indicar el grado de activacidén de
las integrinas VLA. En los sistemas celulares qde presentan una
expresién basal de los epitopos HUTS, U-937 y K562, van a favorecer
la interaccién integrina-ligande y la presencia fdel AcM HUTS-21

1
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“congelaria” esa conformacién de la interaccidn reversible
desplazando el equilibrio hacia un aumento en la a#inidad, siempre
aparente, de la integrina por el ligando. En él caso de 1los
sistemas celulares gque presentan niveles Dbajos de HUTS-21 las
interacciones integrina-ligando son mucho menos frecuentes, por lo
que la presencia del AcM HUTS-21 practicamente no afecta a la
afinidad. Lo gue se puede concluir que el aumento eﬁ la afinidad de
la integrina por el ligando inducido por el AcM HUTS-21, es debido
a la congelacién de la conformacién integrina—ligando llevando a un
incremento en la afinidad “aparente” y no es deb:?'.da a un cambio
conformacional de la integrina inducido por el AcM HUTS, como
muestra la falta de respuesta en la afinidad de lés integrinas en

presencia del AcM HUTS-21 en linfoblastos T (fig. 16).

4.3.11.2. Ensayce de adhesién celular preinéubando con los

respectivos AcMs.

Para intentar c¢larificar adn méas el mecanismo:por el cual los
AcMs TS2/16 y HUTS-21 inducen aumento de adhesion celular,
decidimos realizar ensayos de adhesidn celular al ligando
fibronectina de dos lineas celulares representantes de dos niveles
de expresién basal del epitopo HUTS-21: linfoblastos T y U-937. Los
ensayos de adhesién celular se realizaron de dos ' maneras: 1)como
los descritos hasta ahora en materiales ¥y métodos, osea el AcM
estaba en presencia durante todo el experimenﬁo y <Z)con una
variante: preincubando las células con el correspondiente AcM
durante 15 min/37°C, lavar el exceso de AcM y posteriormente
llevarlas sobre los pocillos en los gque se encontraba fijado el
ligando y dejar que se desarrollase la adhesién. En la fig. 17 se
muestran los resultados obtenidos. En los dos sistemas celulares,
independientemente de la expresidén de los epitopos HUTS, cuando los
AcMs TS2/16 o HUTS-21 estadn presentes durante; el experimento
inducen un significante aumento en la adhesidn celdlar, coincidente
con 1lo descrito hasta  ahora. Pero cuando .se realiza la
preincubacién de las células con los respectivos:AcMs ocurre: el

epitopo reconocido por el AcM TS2/16 esta presente en la subunidad

B1 de las integrinas en todas las condiciones,; por lo que la
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preincubacién de las células con el AcM TS2/16 va a,permitir que se
una a su epitopo y posteriormente ejerza su funcian induciendo un
cambio conformacional de las integrinas VLA a un?estado de alta
afinidad por el ligando gue resulta en un aumento’' de la adhesién
celular cuando se depositen sobre los pocillos ?ecubiertos con
ligandos especificos. Por el contrario en i el caso del
pretratamiento con el AcM HUTS-21 no ocurre lo misﬁo: la unidn del
AcM HUTS-21 a sus epitopos solo se realiza en esos casos que haya
una expresién de los mismos. Por lo que solo en los casos que hay
una considerable expresidén del epitopo HUTS-21 (U—937), el AcM
HUTS-21 se uniréd al correspodiente epitopeo con lo qﬁe sera capaz de
inducir aumento en la adhesién celular, similar alidel AcM TS2/16,
cuando se pongan las células en contacto con el %ustrato. En los

sistemas celulares con baja expresién de los epitopos HUTS no habra

unién del AcM y posteriormente no afectard a la adhesidn celular.

Todos los resutados demuestran que el mecanismo por el cual
ambos AcMs inducen adhesidén celular es distinto: el AcM TS2/16

reconoce un epitopo que se expresa constitutivamente en las

integrinas Pl e induce un cambio conformacional ' que aumenta la
afinidad de integrina-ligando. Miéntras que la induccién de 1la
adhesiédn celular por el AcM HUTS-21 va a ser ﬁés compleja: en
general todos los resultados se acercan a la ideé de que el AcM
HUTS-21 wva a mantener congelada las interaccibnes reveribles
integrina-ligando que, aungue algunas veces sea con muy baja
afinidad, se produce de forma espontanea. Como %demostramos mas
adelante, el AcM HUTS-21, al igual gque el AcM TSZ}lG por si mismo
va a inducir un aumento en el spreading celularique favorece la

adhesién celular.
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Figura 17. Comparacién entre ensayos de adhesidén en los que los las
células se preincuban con los AcMs o los AcMs se mantenian en presencia
ensayo. Las células se preincuban con los correspondientes
min a 37°C, luego se lava el exceso de AcI:M y se realiza el
celular al ligando fibronectina (7.5 pg/ml) como se explica
métodos. Las muestras en las gque los AcMs estan presentes
se realiza como hasta ahora se ha expuesto. El ensayo se realizdé en RPMI

durante todo el
AcMs durante 15

ensayo adhesidn
en materiales y

con concentracio

nes finales de AcMs de 10 pg/ml.
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4.3.12. Correlacién funcional entre los distintos de afinidad

de las integrinas VLA.

El resultado neto de la adhesidn celular es uﬁa suma entre el
grado de la afinidad de las integrinas por el ligando y la avidez o
la probabilidad de interaccién integrina-ligando, én este caso es
muy importante el aplastamiento o spreading celulér. Por ultimo,

hemos intentado correlacionar funcionalmente ;os resultados

obtenidos en los ensayos de la afinidad de las in#egrinas Bl por
los distintos estimulos realizande ensayos de adhesidédn celular a
fibronectina en presencia o ausencia del inhibidor de 1la
polimerizacién del citoesqueleto de actina: citocalésina D (Cyt D).
La Cyt D es un agente que va a inhibir el spreading celular por lo
que es muy util para intentar discernir a que se éebe la adhesién
celular, ya que en presencia de este inhibidor la édhesién celular
inicamente va a ser debida a la afinidad de las inﬁegrinas por los

respectivos ligandos. Como control positivo de :aumento de 1la

afinidad de las integrinas Bl se usd el AcM TSZ/164 gque incrementd
la adhesién celular a 1la fibronectina inmovilizaéa en todos 1los
caso del experimento. Como hemos descrito anterjormente el AcM
HUTS-21 induce un aumento en la adhesién celular aifibronectina en
los mismos niveles que el TS2/16. Por ensayos ﬁe afinidad, en
linfoblastos T el AcM HUTS-21 por si mismo no induéia un estado de
alta afinidad de las integrinas Pl por la fibronectina, por lo que
cuando se realizaban los experimentos en presencié de Cyt D, las
células no se permitian que se aplanasen y la probabilidad de
interaccién integrina-ligando es mucho menor resuléando en niveles
de adhesién basales. En K562 y U-937 el AcM HUTS-21 inducia un
aumento en la afinidad “aparente” de la integrina !por su ligando,
lo que se refleja en un aumento en la adhesién ceiular incluso en
presencia de Cyt D. En el caso de la presencia de PaBu ocurria algo
parecido: el PdBu por simismo inducia un aumentoicon51derable de
adhesidén celular en todos los sistemas anallzados Esta descrito
que los ésteres de forbol inducen spreading celulér. En los casos
de linfoblastos T y de U-937, donde PdBu inducia incremento de 1la

afinidad de las integrinas, la combinacién de PdBu + Cyt D resulta
|
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en una adhesién notablemente mayor que la basal. Pe:.f’o en el caso de
linea celular K562, donde el PdBu nec inducia irjcremento en 1la
afinidad, la adhesién a fibronectina en presencia de PdBu + Cyt D

resulta en niveles basales de adhesién celular (fié. 18).
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Figura 18. Los estimulos que inducen aumento de la afinidad de las

integrinas Pl por sus ligandos

del inhibidor citocalasina
fibronectina (7.5 pg/ml) se
estimulos y AcMs {(materiales
son: AcMs TS2/16 y HUTS-21,

citocalasina D, 1 pg/ml.

incrementan la adhesién celular en presencia

D. Los ensayos de adr;lesién celular a
realizaron en RPMI en presencia de los
y métodos). Las concentraciones utilizadas
10 upg/ml; éster de forbol PdBu, 50nM;
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3.15. E1 AcM HUTS-21 induce spreading celular.:

HUTS-21 induce un aumento en la adhesién! de todos los
sistemas celulares analizados a los ligandos para’ integrinas pP1,
|

similar a los obtenidos para el AcM activador anth—ﬁl T32/16. En
presencia del inhibidor Cyt D, el AcM HUTS-21 solo es capaz de
mantener cierta adhesién celular en los cases due iﬁduce un aumento
en la afinidad “aparente” de las integrinas por sﬁs ligandos. En
los sistemas celulares que no ocurre esto, la adh%sién celular en
presencia del AcM HUTS-21 es revertida totalmente éor la presencia
de Cyt D. Todo esto demuestra que el mecanismo porfel cual el AcM
HUTS-21 induce adhesién en estos sistemas celulares'a ligandos para
integrinas Pl es induciendo spreading celular. Enflas siguientes
fotos de microscopia de fluorescencia, se muestra como el AcM HUTS-
21 efectivamente induce spreading celular al igual .que los ésteres
de forbol (PdBu) en linfoblastos T (fig. 19). Resuitados similares

[
se obtuvieron para otros sistemas celulares como U-937

Figura 19. Microscopia de fluorescencia donde se de%uestra que (B} el
AcM HUTS-21 y (C) el éster de forbol PdBu inducen spreading celular en
procesos de adhesién celular a fibronectina de llnfoblastos T. (A)
representa adhesidn celular sin ningin tipo de estlmulos. Los cubreobjetos
se recubren con fibreonectina (10 pg/ml}, donde se permlte la adhesidn
celular en presencia de los estimulos: AcM HUTS-21 a una concentracién de
10 pg/ml y S0 nM de PdBu. Las células se fljaron, permeablllzaron y se
tifiieron con falcidina conjugada con rodamina y anallzadas por microscopia
de fluorescencia.
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Discusion

Las integrinas son una familia de moléculas de la superficie
celular gque median adhesién entre células o entre células vy
diferentes componentes de la matriz extracelular. @stas adhesiones
celulares via integrina-ligando son de wvital | importancia en
innumerables fenémenos bioldgicos, come por ejempld: el desarrollo
embrionarie, la coagulacidén sanguinea, las reaccioneé inflamatorias y
las respuestas inmunes. La correcta funcionalidad de las integrinas
es un hecho imprescindible para un perfecto desarrollo de esos
procesos bioldgicos. La descoordinacién funcional de las integrinas
va a ser la responsable de algunas enfermedades de una amplia
gravedad. Por todo esto un conocimiento mas profundo en la actividad
de las integrinas se necesario para comprender mejor los procesos
biolégicos asi como para subsanar las enfermedades derivadas de la

desfuncionalidad de las mismas.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es caracterizar la

regulacién funcional de las integrinas VLA, usando como sondas AcMs

especificos frente a distintas subunidades de estas integrinas.

Para alcanzar el objetivo propuesto en primer lugar purificamos,
partiendo de mezclas de lisados de diferentes tejidos humanos y por
técnicas de cromatografia de inmunoafinidad, integrinas f1 en
conformacidn activada, es decir de alta afinidad por el ligando,
utilizando el AcM activador anti-pl TS2/16 y en presencia de los

cationes divalentes Mn®' Ma?'. Posteriormente se inmunizan ratones
Yy

Balb/c con la preparacién de las integrinas Pl purificadas y se
realiza la fusién celular entre los linfocitos B del bazo del ratdn
inmunizado y la linea de mieloma de ratén SP2 para obtener los
hibridomas productores de los correspondientes AcMs que se utilizaréan

para el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

Hasta el momento no se habia caracterizado la:regulacién de la
actividad funcional del miembro de la subfamilia de las integrinas
VLA, alfl, por la falta de sondas especificas que %o permitiese. E1
primer objetivo que nos planteamos fue la obtencié@ de un AcM anti-
VLA-1 que nos permitiese analizar la regulacidn funcional del

heterodimero VLA-1.
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Tras la inmunizacién de los ratones, con preparaciones de

integrinas P1 purificadas a partir de un lisado de bazo humano, y
la fusién celular para la obtencién de los hibridﬁs, la seleccidn
de los AcMs producidos por dichos hibridomas la hicimos comprobando
la inhibicién en la adhesidén de dos lineas celulares humanas: NB100O
(neuroblastoma)} y DX3 {melanoma) a los ligandos para VLA-1 col&geno
de tipo I y laminina. Utilizamos estos sistemas célulares por que
eran éptimos para estudiar la adhesién celular a colageno de tipo I
mediada especificamente por el receptor VLA-1. La linea celular NB10O
presenta niveles de expresidén practicamente indetectables de 1los
otros receptores para colageno de tipo I, VILA~2 y V;A-B, por lo gque
la adhesién celular a colageno de tipo I se realiza principalmente
a través del heterodimerc VLA-1. La linea celular DX3 presenta
niveles bajos de la integrina VLA-1 respecto a los que presentan
los miembros VLA-2 y VLA-3, con lo cual la adhesién celular a
coladgeno de tipo I estad mediada minoritariamente por VLA-1l. La
inhibicién de la adhesién celular a laminina no se. . vié afectada en
ninguno de los casos debido a la alta expresidén del receptor para
laminina, VLA-6, que presentan estas células. Sin embarge, en el
proceso de selecciédn encontramos un AcM que era capaz de inhibir la
adhesién de la linea celular NB100 a colageno de ti?o I, pero no de
la linea celular DX3. A este AcM, que era capaz de inhibir la
adhesién de la linea celular de neurcoblastoma humano.NBloo a coléageno

de tipo I, lo denominamos S5E8D%. El AcM 5EBDS reconoce un epitopo

en la subunidad o del heterodimero VLA-1: (1) la especificidad de
la inhibicién de la adhesién celular a colageno de tipo I por parte
de este AcM en las condiciones expuestas, (2) la ekpresién celular
caracteristica de VLA-1 ({(utilizando como control el anti VLA-1
T32/7) que coincide con la del epitopo 5E8D9 y (B)ipor andlisis de
inmunoprecipitacidn apartir de lisados celulares marcados

radiactivamente con °I.

La adhesién celular a coldgeno de tipo I que experimentaba la
linea celular NB100 en condicicnes basales era de un 40%. Estos
experimentos se desarrollaron tanto en RPMI como: en condiciones
fisioldégicas controladas de cationes divalentes Ca?’+ Mg?" (1-2mM) .

En este caso la totalidad de la adhesién celular viene mediada por
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integrinas VLA como se muestra por la inhibicién total de la

adhesién celular en presencia del AcM inhibidor anti-p1 Lial/2. El
hecho de que exista adhesién de la linea celular NB100 a colageno
de tipo I quiere decir que los receptores para el ligando de 1la
familia de las integrinas VLA estén activados vy junto con la
inhibicién total de esa adhesién celular por parte del AcM anti
VLA-1, SE8D9, indican gque bajo condiciones fisioldégicas VLA-1 esta
constitutivamente active y es capaz de mediar interaccién con sus
ligandos. Esta activacién constitutiva parcial de VLA-1 sobre
células NB100 claramente contrasta con miembros degotra familia de
integrinas tal como la integrina leucocitaria LFA-1 donde la
presencia de bajas concentraciones de ca’* completamente inactiva
esta integrina incapacitande la interaccién con su ligando ICAM-1
(Hogg y col. 1993). La activacién diferencial de los distintos
miembros de las integrinas es dependiente dei tipo celular
analizado y es de importante relevancia fisiolégica, como por
ejemplo, linfocitos resting son normalmente célula§ circulantes no
adherentes que no interacciona con otras células ni componentes de
la matriz extracelular a no ser gque se activen, miéntras las
células de neuroblastoma o melanoma tiene un fenotipo constitutivo

adherente. !

Nuestros resultados reflejan la necesidad de!la presencia de
cationes divalentes uniéndose a sus respectivos sitios en la
subunidad o para la funcionalidad de la integrina VLA-1, asi como
que la regulacién funcional depende de los tipos de cationes
presentes en el medio. Los iones Mn?' y Mg” inducen la activacidn
de VLA-1 problabemente imponiendo una conformacién‘que favorece la
interaccién con el ligando. Condiciones qisiolégicas de
concentraciones de Ca®* + Mg®" (1-2mM) mantenian un estado active de
la integrina VLA-1 que permitia la interaccidén con el ligando. Por
el contrario, la administracién de cantidades mayores de 1idn ca’*
junte al estado activado de la integrina VLA-1 en presencia de 2Z2mM
de Mg®', ejercian un efecto negativo dosis-dependiente en la
adhesién de NB100 mediada por VLA-1. Estos mecanismos reguladores
ejercidos por los cationes divalentes sobre la actividad de VLA-1

son similares a los descritos a otros miembros de la subfamilia de

102



Discusion

las integrinas pl (VLA-3, VLA-4, VLA-5 ¥y VLA—G)asi como a

integrinas pertenecientes a las familias de las integrinas P2 y B3
{Weitzman y col. 1993; Grzesiak y col. 1992; Mould y col. 1995;
Shaw y col. 1993; Dransfield y col. 193%2; Kirchhofér y col. 1991;
Kirchhofer y col. 1930} '

El AcM TS2/16 reconoce un epitopo en la subunidad f1 de las
integrinas VLA que induce un aumento en la activacién de éstas

moléculas o lo que es lo mismo un incremento en la afinidad de las

integrinas P1 por sus ligandos. Esto se ha descrito para VLA-3
(Weitzman y col. 1993), VLA-4 (Masumoto y Hemler, 1993), VLA-5
(Arroyo y col. 1992) y VLA-6 (Chan y Hemler, 1983). La adhesidén de
la linea celular NB100 a colageno de tipo I: se incrementa
considerablemente en presencia del AcM TS52/16° en todas las
condiciones de cationes divalentes testadas, | reflejando 1la
activacién de los heterodimeros VLA. Excepto en condiciones de
ausencia de los iones que no se produjo ese aumento en la adhesidén
celular, confirmando el requerimiento absoluto de catlones
divalentes de 1las integrinas VLA para mediar édhesién a sus
ligandos. Interesantemente, el AcM TS2/16 era capaZz de mantener un
importante porcentaje de la adhesién de NB100O a colageno de tipo I
en condiciones desfavorables de activacién de las integrinas como
es en presencia del catiédn ca’*. En experimentos realizados en
estas condiciones, se observa inhibicién de la adhesidén de NB100O a
colageno de tipo I con los AcMs anti-VLA-1 5E8DY y énti—VLA-Z 12F1,
con lo que se puede concluir que el AcM TS2/16 activa VLA-1 y VLA-
2. Al igual que ocurre con VLA-1 y VLA-2, se ha descrito que el AcM
TS2/16 es capaz de inducir activacién del heterodimero VLA-3 en
presencia de ca?* (carter y <col. 1990). La presencia de otros
receptores, aungue en muy baja proporcién, para coldgeno de tipo I
presente en la linea celular NB100, como son VLA-2Z y VLA-3, explica
que la inhibicién celular observada por el AcM ’5E8D9 nunca fue

completa.

Posteriormente se ha descrito un AcM anti-VLA—l, 1B3.1, con
capacidad de inhibir la adhesidén celular a colageno de tipo IV

{Bank y col. 1994}, cuyo epitopo se localiza en la =zona gue
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comprende el domino I, en el extremo N-terminal dela subunidad al

(Kern y col. 1994).

La importancia de la obtencién del AcM 5E8DS no es Gnicamente
por el hecho de que permite analizar la expresidén de la integrina
vILa-1 en distintos sistemas celulares, sino que permite analizar el
estado de activacién en el gue se encuentra el heterodimero, asi
como investigar sobre los estimulos que pueden inducir la expresidn
del heterodimero y su activacién. Las células endoteliales de
diferentes vasos sanguineos van a presentar distintos patrones de

expresién de VLA-1, pudiéndo ser regulada positivamente por

citoquinas inflamatorias como TNF-a, el promotor de tumores PMA y
el acido retinoico. Este ultimo regula la expresién:de la integrina

en otros muchos tipos celulares (Defilippi y col. 19951).

AcMs HUTS: reportadores del estado activado de las integrinas VLA

Las integrinas pueden presentar diferentes estados de activacién
sobre la superficie de los distintos sistemas celulares o lo que es
lo mismo, tienen distintas capacidades de unirse a sus ligandos. Las
interacciones de las integrinas con sus respectivos ligandos son
reversibles, y el balance entre interacciones/ne interacciones
representa el mecanismo por el cual las célulaé controlan sus
propiedades adherentes. Para que la interaccidén 'sea efectiva vy
duradera las integrinas deben presentar un fenotipo activado: bien
sea innato del tipo celular analizado o como consecuencia de una
activacién inducida por estimulos especificos. Por todo esto es de
vital importancia disponer de sondas gque nos permitan la
caracterizacién de los estados de activacién de las integrinas asi
como comprobar que estimulos y bajo que condiciones se modifica la

afinidad de las integrinas por sus ligandos. Estas sondas se han
obtenido en forma de AcMs para las integrinas B2 y B3 , pero aln no

se habian conseguido para integrinas VLA o f1. . Nuestro préximo

objetivo fue conseguir un grupo de AcMs que se pudieran utilizar como

marcadores del estado activade de las integrinas Bl.
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Una vez purificadas las integrinas f1 en conforhacién activada,
a partir .de una mezcla de lisados de pulmén, higado y midsculo
esquelético humanos, procedimos a la inmunizacién de los ratones y la
fusién celular. Seleccionamos, por técnicas de citometria de flujo,
un grupo de tres AcMs que reconocian epitopos sobre linfoblastos T de
una forma diferencial en presencia del ion Mn®* respecto a la ausencia
de cationes divalentes (RPMI + EDTA). La expresidn deldichos epitopos
coincidia con situaciones de activacién de las integrinas Pl como se
muestra por ensayos de adhesién celular para ligandos de integrinas
VLA. Utilizamos el sistema de linfoblastos T por que las integrinas
VLA expresadas sobre en estas células pueden ser rapidamente
activadas por el AcM activador anti-f1 TS2/16 y/o el }én Mn?*. A estos
tres AcMs posteriormente los denominamos HUTS-4, HUTS+7 y HUTS-Z21.

Todos los esfuerzos por determinar la molécula que estaban
reconociendo los AcMs HUTS sobre la superficie Icelular de los
linfoblastos T nos confirmaron que reconocian epitopos en 1la
subunidad Pl de las integrinas VLA. Por técnicas de Western-Blot los

AcMs HUTS tefilan una banda correspondiente al peso molecular de la
subunidad B1, al igual gque el AcM control TS2/16. Para asegurarse de

la especificidad de los AcMs HUTS por la subunidad p1l, decidimos
hacer inmunoprecipitacién con los AcMs correspondientes a partir de
lisado de 12*1-1linfoblastos. Sorprendéntemente; cuando la
inmunoprecipitacién se realizé en ausencia de catio%es divalentes o©
en presencia de Ca” + Mg’' los AcMs HUTS sélo precipitaban una banda

coincidente con una movilidad electroforética que corresponde a la
subunidad P1, hecho que no coincidian con los resultados para el
AcM control anti-pl TS2/16 que precipitaba la subunidad Pl Jjunto

:
con las subunidades a asociadas. Pero, interesantemente, cuando la
inmunoprecipitacién se realizd en presencia del ién activador de

las integrinas, Mn®', en los inmunoprecipitados de los AcCMs HUTS

aparecian las bandas correspondientes a 1las subunidhdes a, de igual
manera que el AcM TsS2/16. La explicacién probable para estos
resultados puede ser debida al proceso de lisis celular de los

linfoblastos T previo a la inmunoprecipitacién. EI tampén de lisis
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|
celular lleva el detergente TX100 al 1%, seguramente sea una

concentracién suficiente para gque una cierta proborcién de las
integrinas VLA aparezcan disociadas en sus subunidades o y P1l. Cuando
la inmunoprecipitacién se realiza en ausencia de cationes divalentes
o en presencia de Ca** + Mg’', los AcMs HUTS solo inmunoprecipitan la
subunidad Bl correspondiente a las subunidades disociadas, debido a
que el epitopo reconocido por estos AcMs esta enmascarado en el
heterodimero completo, al igual que indican la falta de expresidén de
los epitopos HUTS en estas condiciones por técnicas de citometria de
flujo. Por el contrario, el Mn?>* va a imponer una conformacidn
especifica a las integrinas VLA tal que Vva exponer el epitopo
reconocido por los AcMs HUTS y van a ser capaz de inmunoprecipitar

tanto las subunidades Pl disociadas como las que estadn formando el

heterodimero junto con las subunidades a asociadaé. El Mn** va a
imponer una conformacidén activada a las integrinasjVLA seguramente
uniéndose a los sitios de unién de los cationes divalentes presentes
tanto en la regién N-terminal de la cadena Pl como en los sitios

propios en las subunidades a. Otra prueba concluyente de la

especificidad del reconocimiento de la subunidad Bl por parte de los
AcMs HUTS, se obtuvo al realizar Ila inmunoprecipitacidn en
condiciones disociantes del heterodimero integrina en sus subunidades
o y Bl con un tratamiento de altc pH en presencia de Mn?', donde los
AcMs HUTS precipitan las mismas bandas que el AcM control TS2/16 en

todas las condiciones analizadas.

Come se muestra hasta ahora con la utilizacidén del catién

divalente Mn?*, los datos reflejan que la expresién’' de los epitopos

HUTS se correlaciona con la activacién de las integrinas fB1l. Esto
queda demostrado empleando otros tipos de estimulos, tanto
extracelulares como intracelulares, que induciendo la activacién de
las integrinas también inducen la expresidn de los epitopos HUTS.
Esto indica que las integrinas VLA en linfoblastqs T no solo se
activan desde el exterior celular, con estimulos como Mn*' o Ts2/16,
sino también desde el interior celular con agenteslcomo ésteres de

forbol o iondéforos de calcio.
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Un estudio més preciso de la regulacidn de la activacién
funcional de las integrinas VLA por cationes:' divalentes 1lo
realizamos en linfoblastos T correlacionando la exXpresidén de 1los

epitopos HUTS con la adhesién celular a los . ligandos para

integrinas Pl coléageno de tipo I, laminina y fibronectina. Como
indican los perfiles de citometria de flujo, la adtivacién de 1las
integrinas VLA por la presencia de las cationes Mg“ y Mn?* se ve
reflejada en el aumento de la expresidn de los epitépos HUTS gque se
corresponde a un aumento en la adhesidn celular Ia los ligandos
testados. En condiciones fisiolégicas de cationes 'divalentes, ca?*
+ Mg®*, hay una minima expresién de los epitopos HUTS que se
correlaciona con niveles medios de adhesién celular. El1 idn ca*
ejerce un efecto inhibidor sobre la funcionalidad de las integrinas
Bl, como se ilustra por la falta de expresién de los epitopos HUTS
asi como la inhibicién de la adhesién celular a coldgeno de tipo I
y laminina, habiendo una debil adhesién al ligando fibronectina.
Hay trabajos gque exponen resultados relacionadbs en sistemas
celulares distintos (Dransfield y col. 1992b; Grzesiak y col. 1992;
Masumoto y Hemler, 1993; Weitzman y col. 1993).

La relevancia fisioldégica de la utilizacién 'de los cationes
por las integrinas puede asumirse que el ca®t extrahelular mantiene
las integrinas en c¢élulas en reposc en un estado de baja o
activacién basal hasta que un estimulo induce la activacidén de las
células alterando la conformacién de las integrinas resultando en
un incremento de adhesién celular a los ligaﬁdos apropiados.
Qacordadamente, el AcM estimulador TS2/16 que indupe activacidn de
integrinas Bl, o NKI-L16 que induce activacién de: la integrina p2
LFA-1, son capaces de activar las integrinas ionduciendo cambios
conformacionales similares a los producidos como consecuencia de de

la activacién celular.

Hasta ahora los resultados de la expresidn de los epitopos
reportadores de activacién HUTS se‘han obtenido con temperaturas
fisiolégicas (37°C). La incubacién a 4°C de los linfoblastos T con
cualquiera de los estimulos utilizados daban ﬁnos niveles de

expresién practicamente negativos de los epitopos HUTS. Todos estos
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resultados indican la necesidad de un metabolismo .celular intacto
para que tenga lugar la activacidén de las integrinas VLA,
caracteristica que se ha puesto de manifiesto en otros sistemas

celulares (Campanero y col. 1990; Wiel-van Kemenade'y col. 1992).

Por técnicas de citometria de flujo y por analisis de
competicién de la unidén de los AcMs a sus epitopos,idemostramos que
los AcMs HUTS-4, HUTS-7 y HUTS-21 reconocen el mismo epitopo o
epitopos solapantes en la subunidad B1. En colaboracién con el Dr.
Takada, mediante técnicas de Western-Blot y usando un panel de
moléculas gquiméricas Bl humano/ratdn purificadas,ise demostrd gque
los epitopos reconocidos pbr los AcMs HUTS se localizan en una zona
préxima a los dominios ricos en cisteinas de la secuencia primaria
del polipéptido P1, entre los residuos 355-425. Hasta ahora solo se
habia descrito una pequefia regidén reguladora de la funcién de las
integrinas VLA entre los residuos 207-218 de la subunidad fB1 humana
(Takada y Puzon, 1993). Los AcMs que reconocen epitopos de esta
regién tienen efectos totalmente diferentes en la activacion de
las integrinas VLA: AcMs que activan las integrinas Pl e inducen un
aumento en la adhesidén celular (como el AcM Ts2/16} y otros gue
ejercen un efecto bloqueante en la adhesidn mediadé por integrinas
Bl (como el AcM Lial/2}. Con todos estos datos Idescribimos una
nueva regién reguladora en la subunidad Pl que se manifiesta
posterior a la activacién de las integrinas . VLA. Para las
integrinas P3 se ha descrito un AcM, D3GP3, gue reconoce un epitopo

conformacional en la subunidad B3 e induce la unidén de fibrinégeno

a un limitado grupo de integrinas a«IIbP3. El epitoﬁo reconocido por
estos AcCM se encuentra entre los residuos 422-692 de la subunidad
B3, cercano o en el interior de los dominios ricos en cisteinas

(Kouns y col. 1990), al igual que los epitopos HUTS.

Hasta ahora hemos visto como la expresidn ‘de los epitopos
HUTS depende de la activacidén de las integrinas Pl1. Los epitopos
HUTS también pueden ser inducidos por la unidn dg los ligandos a
sus respectivas integrinas VLAs (“LIBS"), al igual gue ocurre con

|
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el epitopo reconocido por el AcM 24 para las integrinas P2 (Cabafias

y Hogg, 1993).

Varios trabajos recientes describen el uso de un AcM (15/7)
que detecta un epitopo dependiente de 1la conformacién activada de
la subunidad P1 en estudios de respuestas de células T en tejidos
linfoides secundarios ({Picker y col. 1983) y de }a expresién de
formas activadas de integrinas Pl en enfermedades inflamatorias
crénicas (Arroyo y col, 1995). Fue posterior a la?utilizacién del
BeM 15/7 como supuesto reportero de activacién, cuando se realizd
la caracterizacién parcial del epitopo 15/7, referiéndose solo al
heterodimero VLA-4 (Yednock y col. 1995); y més tarde se mapeo el
epitope 15/7 en la misma regidén que los epitopos HUTS (Puzon-

McLaughlin y col. 1986).

Otros adicionales AcMs especificos de epitopos dependientes
de 1a acivacién de la subunidad 1 han sido recientemente

caracterizados. El AcM 9EG7 reconoce un epitopo en la subunidad B1
de células de ratén que se expresa especificamente en presencia de
ésteres de forbol ¢ Mn?' (Lenter y col. 1993). En cqntra del efecto
potenciador de 1la adhesién celular de los AcMs HUTS, el AcM 9EG7
inhibe la adhesién celular madiada por integrinas VLA.
Recientemente se ha caracterizado el epitopo como uﬁ LIBS, pero, al
contrario que ocurre con los epitopos HUTS, no 'se muestra una
correlacién directa entre activacién de las integrinas VLA ¥y
expresién del epitopo 9EG7, quizas debido a que se localiza en la
regién rica en cisteinas entre los residuos 495-602 de la subunidad

Bl (Bazzoni y col. 1995). E1 AcM denominado sG/7, detecta un

‘epitopo conformacional impuesto en la molécula: Bl humana por
cualquiera de los cationes divalentes Ca®" o Mn** y no puede ser
inducido por el tratamiento con ésteres de forbol (Miyake y col.
1994) . Otros AcM anti-LIBS se han descrito para la subunidad Bl muy
diferentes a los epitopos HUTS. El AcM 12G10 reconoce un epitopo
del tipoc LIBS en la subunidad 1 de <células de rata gque se
encuentra en una regién, donde se han caracterizado la mayoria de

AcMs funcionales, entre los residuos 207-218 y le confiere la
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capacidad de aumentar la adhesidén celular (Mould' y col. 1985).
Recientemente se ha descrito un AcM designado AG89 que reconoce en
la subunidad Pl un epitopo en la zona rica en cisteinas entre los
residuos 426-587. Este AcM comparte caracteristicas de expresidn
similares a los AcMs HUTS, pero difiere en la capacidad que
presenta el AcM AG89 por si mismo de activar las iﬁtegrinas B1 que
se encuentran en estado de reposoc (Takagi y col. 1997). Todos estos
trabajos indican que mitiples sitios localizado% en diferentes
regiones de la subunidad Pl1 pueden ser expuestosl después de 1la

unién del ligando.

TS2/16
ILial/2
12G10 9EGT
56/17 HUTS 495-602
207-208 15/7 ey
e——
355-425  426-587
—————>

i —
- 442-629 - 705—?31

Region rica ! Domine
en cisteinas transmemebrana

Regién de unién
a ligando

Esquema lineal de la subunidad Pl bumana. En este diagrama se representa

los dominios caracteristicos de la cadena Pl humana asi comeo algunos de les AcMs
gue reconocen epitopos funcionales descritos en el texto.

Extendiendo el estudio de las propiedades en’'la expresién de
los AcMs HUTS a distintos sistemas celulares, obtuvimos resultados
similares gue los comentados para los linfoblastos T, concluyendo
que: la expresién de los epitopos HUTS se da en situaciones de
activacién de las integrinas VLA en todos los tipbs celulares pBl-
positivos y representa estados fisioldégicos o funcionales en los

que se encuentra dichas integrinas.
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Estudios de unién de ligando soluble marcado radiactivamente
(12°1-Fn) desvelan efectivamente como los estimulos que inducen un

aumento en la expresién de los epitopos HUTS también aumentan la

afinidad de las integrinas Pl por sus ligandos, demostrandoe que los

AcMs HUTS son reportadores del estado de la afinidad de las

integrinas Bl por sus ligandos.

1)El estado parcialmente activo del heterodiméro VLA-1 en la
linea celular NB100; 2) estudios previos de adhesién celular,
realizados en nuestro laboratorio, a ligandos para integrinas B1
muestran diferencias en el porcentage de la adhesién celular basal
dependiendo tanto del sistema celular analizado como del ligando
testado; 3) en algunos sistemas celulares se ha descrito como
determinados miembros de las integrinas VLA tienen distintas
capacidades de unir ligando (Faull vy <col. 19923). Los puntos
anteriores indican gque las integrinas VLA van a preéentar distintas
capacidades de interaccionar, en estado de reposo, con SuUs
ligandos, dependiendo del sistema celular asi come del heterodimero
analizado. La demostracién definitiva para esta hipétesis se
realizé analizando como, efectivamente, existen diferencias en la
expresién basal de 1los epitopos HUTS sobre diferentes sistemas

celulares, gque realmente corresponden a diferentes estados de

activacién de las integrinas Pl como reflejan 'los ensayos de
adhesién celular. Las dos posibles explicaciones ﬁara interpretar
la diferente expresién basal de los eplitopos HUTS son: 1) 1las
propias caracteristicas de las células, su procedeﬁcia y el estado
de activacién general de las mismas, van a determinar la activacién
basal de las integrinas VLA y por lo tanto la éxpresién de los
epitopos HUTS. 2) La expresién de los epitopos HUTS puede ser
debida al comportamiento de estos epitopos como LIBS. Esto queda
demostrade al menos para uno de los casos analizados en este

1

trabajo: la linea celular K562.

La activacién diferencial de los distintos miembros de las
integrinas es dependiente del tipo celular analizado y es de
importante relevancia fisioldgica, como linfocitos resting son

normalmente células circulantes no adherentes que, no interacciona
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con otras células ni componentes de la matriz extracelular a no ser
que se activen, miéntras las células de neuroblastoma o melanoma

tiene un fenotipo constitutivo adherente.

Mecanismoc de accidén de los AcMs HUTE en el incremento de 1la

adhesién celular

Los AcMs HUTS inducen un aumento en la adhesién celular a

ligandes para integrinas VLA similar al producido por el AcM
activador anti-pl TS2/16. A pesar de que el efecto neto en el

incremento de la adhesién celular es el mismo, los mecanismos de

accién de los dos tipos de AcMs deben ser distintos.

1)Ensayos de adhesién celular realizados pretratandeo las
células con los respectivos AcMs y lavando el exceso de AcM no
acoplado, desvelaron una primera aproximacién de como efectivamente
el mecanismo es diferente: el epitopo reconocido por el AcM TS2/16
se expresa constitutivamente y la unidén del AcM va a inducir un
aumento en 1la afinidad de las integrinas por sus ligandos
probablemente mediado por un cambio conformacional gue favorezca la
unién por los ligandos (Arroyoc y col. 1332, 1993; van de Wiel-van
de Kemenade, 1992). Sin embargo, los epitopos HUTS 'no se eXpresan

constitutivamente en los diversos sistemas celulares. Cuando se

pretratan las células con los AcMs HUTS, solo las subunidades P1
que presenten el epitopo podrd unir los AcMs  HUTS, que
posteriormente afectard a la adhesidn celular. Esto! apunta a que el
mecanismo por el cual los AcM HUTS inducen adhesién celular no es

por un cambio conformacional en la integrina.

2)YEn los ensayos de adhesidén celular se desarrollan
interacciones de tipo transitorias entre integrina-ligando, aunque
en algunos casos sean muy débiles coincidiendo con los tipos
celulares que presentan bajos niveles de activacién de 1las
integrinas. Esto indica que los AcMs HUTS van a' ser capaces de
unirse a las conformaciones que estdn interaccionando integrina-

ligando manteniéndolas “congeladas” dando un resultado de aumento
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en 1la adhesién celular, sin inducir ningin tipo de cambio

conformacional. .

3) Los AcMs HUTS no alteran la afinidad real de 1las
integrinas por los ligandos sino que solo en los casos en los que
los epitopos HUTS estan preexpuestos, los AcMs HUTS son capaces de
incrementar la afinidad *“aparente” de las integrinas. En los
sistemas celulares gue hay expresidén basal de los épitopos HUTS se
van a favorecer la interaccidén integrina-ligando y;la presencia de
los AcMs HUTS “congelaria” esa conformacién desplazando el
equilibrio hacia un aumento en la afinidad aparente?de la integrina
por el ligando. El comportamiento LIBS de los epitopos HUTS no se
pone de manifiesto en estos experimentos seguraménte por dgue la
fibronectina total es un ligando que tiene poca aéinidad para las
integrinas VLA. En el caso de haber dispuesto de:otros tipos de
ligandos con mas afinidad por parte de las integrinas, por ejemplo
FNB0 o VCAM-1, posiblemente la presencia de cantiaades crecientes
del ligando en solucién indujera la expresién de 1los epitopos HUTS
y la presencia de los AcMs uniéndose a sus epitoposlincrementaré la

unién del ligando y por lo tanto la afinidad “apareﬁte”.

4) Por ultimo, para concretar el mecanismo db accién de los
AcMs HUTS como inductores de adhesidén celular decid?mos analizar en
profundidad el hecho propio del experimento. A parté de la afinidad
de la integrina por el respectivo ligando, en ios procesos de
adhesién celular interviene el fendémeno de lé avidez o la
probabilidad de interaccién integrina-ligando, enfeste caso juega
un papel muy importante el aplastamiento o spreading celular. Los
ensayos de adhesién celular en presencia del inhibidor de la
polimerizacién del citoesqueleto de actina, citocélasina D, y por
lo tanto del spreading celular son muy utiles para:discernir entre
afinidad/avidez, ya que la adhesidén celular que se presente bajo
esta condicién va a ser debida principalmente a la afinidad de la
integrina por el ligando. Los resultados indican, efectivamente,
gque en los casos gque los AcCMs HUTS inducen uﬁ aumento en la
afinidad “aparente” de las integrinas, el aumento en la adhesién
celular se mantenia incluso en presencia de Cyt D. Miéntras que en

los sistemas celulares que los AcMs HUTS no inducen un estado de
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alta afinidad de las integrinas f1 por sus ligandos; los ensayos en
presencia de Cyt D no permite a las células que ée aplanen y 1la
probabilidad de interaccién integrina-ligando es mucho menor
resultando en niveles de adhesidén casi basales. Todé esto demuestra
que uno de los mecanismos por el cual los A@Ms HUTS estan

induciendo adhesién celular es favoreciendo la avidez celular

induciendo spreading celular.

Conclusién: tanto 1los AcMs HUTS como €l AcM TS82/16
funcionalmente inducen aumento en la adhesidn celhlar a ligandos
para las integrinas VLA. Todos nuesfros resultados demuestran gque
el mecanismo de accién por el cual ambos AcMs inducen adhesidn

celular es distinto: el AcM TS2/16 reconoce un epitopo constitutive

de las integrinas Pl sobre la membrana celular y probablemente va a
inducir un cambio conformacional gque aumenta la afinidad de
integrina-ligando (Arroyo y c¢ol. 1892, 1993; van. de Wiel-van de
Kemenade, 1992). Miéntras que la induccidén de la édhesién celular
mediada por los AcMs HUTS va a ser mas compleja: en general todos
los resultados se acercan a la idea de que el ACM HUTS-21 va a
mantener congelada las interacclones reversibles ihtegrina—ligando
que, éunque algunas veces sea con muy baja afinidad, se produce de
forma espontéanea. Como demostramos, el AcM HUTS—Zl?va a inducir un

aumento en el spreading celular que favorece la adhesién celular.
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Mecanismo de accién de los AcMs HUTS en el incremento de la adhesidn
celular. En el esquema se muestran los tres estados de activacién o de
capacidad de unir ligandos en los que se pueden encontrar las integrinas
VLA dependiendo del tipo celular analizado. 1} En el estado inactiveo las
integrinas son incapaces de interaeccionar con el ligando, salvo su previa
estimulacién. 2) En el estade parcialmente activo, se dan interacciones
integrina-ligando de tipo reversibles, de tal manera gue si no hay algun
estimulo que desvie el equilibrio hacia un estado de 'alta afinidad 1la
adhesién celular no serad efectiva. En este estado ,ya hay algo de
reconocimiento de los epitopos por parte de los AcMs HUTS sobre la
subunidad Pl. Esto junto con la propiedad que tienen estos epitopos de
expresarse cuando hay interaccién entre integrina y ligando (LIBS} hace que
los AcMs HUTS reconozcan el correspondiente epitopo 'y “congelen” la
conformacién integrina-ligando, resultando en un aumento en la adhesidn
celular. 3) En el caso del estado activado de las integrinas Bl1, ya existe
interaccién integrina-ligando, lo que resulta en una cierta adhesién
celular. En este caso hay una expresidén en mayor propercién de leos epitopos
HUTS, lo que facilita la unién de los correspondientes AcMs y por lo tanto
la “congelacién” de esa conformacién resultando en el aumento de la
adhesién celular. Otros estimulos, como el AcM TS2/16, los cationes
divalentes Mnb'y Mg”,y en algunos casos los ésteres de f#rbol, aumentan la
adhesién celular induciendo un estado de alta afinidad de las integrinas
por el ligando independiente del estado de activacidn en el que se
encuentren las integrinas. Conelusién: Los AcMs HUTS inducen aumento de la
adhesién celular mediada por integrinas VLA, no por ‘un cambio en la
conformacién de las integrina hacia un estado de alta afinidad, sino por el
reconocimiento de los epitopos sobre la subunidad f1 gue al menos estd
parcialmente interaccionando con el ligando ¥ “econgelandeo” esa
conformacién. A este mecanismo de accién se le tiene que unir la capacidad
de los AcMs HUTS de inducir spreading celular.

Mecanismos similares han sido propuestos para explicar los

efectos funcionales ejercidos por otros AcMs reporteros de la
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activacién especificos para las integrinas B2 y B3. La unién del

AcM 24 a su epitopo a las subunidades o de las integrinas B2
inhiben las respuestas proliferativas de células i, la actividad
asesina de los linfoblastos T activados con liﬁfoquinas, y 1la
quimiotaxis inducida por f-Met-Leu-Phe en neutréfi#os. Todos estos
efectos funcionales del AcM 24 pueden ser explicad&s asumiendo que
impide la desunién de los pares integrina-ligando, posiblemente por
la congelacién de las integrinas en una conformacidén activa con el
ligando unido firmemente. El epitopo 24 también se comporta como un

LIBS (Dransfield y col. 1992b; Cabafias y Hogg, 1993).

|
[
1.08 ésteres de forbol en la activacién de integrinas VLA.

Las proteinas kinasas son enzimas que se hén implicado en
muchos procesos celulares, asi como en adhesién celular mediada por
receptores especificos. De todas ellas, la proteiné kinasa C (PKC)
es una de las mas importantes en la modulacidén de la adhesidén. Los
ésteres de forbol son agentes capaces de estimulaﬁ PKC (Nishikuza
1984) y asi, entre otras respuestas, modular la morfologia ¥y
adhesién celular: 1) interrumpiende el citoesqueleto y redondeando
las células (Schliwa y col. 1984). 2) En la mayoria de los casos,
los ésteres de forbol incrementan la adhesién y spreading celular
(Jarvinen y col. 1987; Brown 1988; Shiba y col. F988). Por todo
esto es muy importante estudiar los mecanismos pof los cuales los

ésteres de forbol inducen aumento en la adhesidn celular.

El tratamiento de las células con ésteres de forbol inducen

un aumento de la afinidad de las integrinas f2 y|B3 (Plow y col.
1989) a sus respectivos ligandos. La diferenciacién de U-937 con
PMA hacia un fenotipo monocitico incrementa la afinidad del
receptor Mac-1 a su ligando fibrinégeno (Altieri y col. 1988;

pustin y Springer 1989).

En integrinas Pl no estéd muy claro hasta ahora como afectan
los ésteres de forbol en la adhesién celular. La mayoria de los
autores apuntan a los ésteres de forbol incremeﬁtan la adhesién

celular por mecanismos que tienen lugar después de la unién del
|
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ligando al receptor, spreading celular, y no éfectando a la

afinidad del receptor (Danilov y Juliano, 1989; Faull y col. 1994).

En nuestro trabajo describimos como los ésﬁeres de forbol
inducen un aumentce en la adhesidén celular de to<::lo los sistemas
celulares analizados a los ligandos de integrinas VLA. El mecanismo
de accién de 1los ésteres de forbol depende deﬁ tipo celular.
Dependiendo del tipo celular analizado, en unos casos los ésteres
de forbol son capaces de inducir directamente Eaumento en la
afinidad de las integrinas por sus ligandos, como sé muestra por la
expresién de los epitopos HUTS y ensayos de unién de ligando
soluble (}*°I-Fn). Mientras que en los otros casos! los ésteres de
forbol no afectan a la afinidad de las integriﬁas, simplemente
inducen adhesién favoreciendo el spreading celular. Todos estos
resultados tienen su correlacién funcional en los ensayos de

adhesién celular en presencia del inhibidor citocalasina D.

i

Las integrinas son una familia de moléculas de la superficie

celular gque median adhesién entre células o entre células y
diferentes componentes de la matriz extracelular.% Las integrinas
pueden presentar distintos estados de activacidn, téniendo en cuenta
que Unicamente va a haber interaccidén con el ligando%en los casos que
las integrinas se encuentren en estados activados. La estimulacién en
la activacién de las integrinas puede ser debida tanto a estimulos
extracelulares como intracelulares. Las adhesiones celulares mediadas
por integrinas son de vital importancia en innumerables fendémenos
biolégices, como son: el desarreollo embrionario,; la coagulacién
sanguinea, las reacciones inflamatorias y las respuestas inmunes.
Estas interacciones integrina-ligando también soni importantes en
procesos patolégicos interviniendo en el rechazo d% transplantes o
actuando como receptores para patdgenos; y en otros casos, como en el
procesc tumoral y artritis reumatoide donde la acti#acién de algunos
de los miembros de las integrinas puede estar alterada. Los procesos
patolégicos también puede ser derivados de la deficiencia en 1la
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funcionalidad de algunos de los miembros de las integrinas, como son
el caso de la deficencia de la adhesidn leucoéitaria (LAD) vy
trombastemia de Glanzman. Por todo esto es im%rescindible un
conocimiento profundo de las caracteristicas funéionales de las
integrinas asi como investigar acerca de los estimulo% gue regulan su

actividad y los que les conducen a un fenotipo patolégico.

Los AcMs gque describimos en esta Tesis Doctoral, HUTS Yy

SE8D9, son herramientas muy utiles para ' analizar las

caracteristicas funcionales de las integrinas f1 én general, asi
como del heterodimerc VLA-1 en concreto. Estos AcMs podrén ser

utilizados y de hecho se estan utilizando para definir los estados

de activacién de las integrinas Pl en todos los sistemas celulares
y analizar bajo que circunstancias vy estimulos se producen
fenémenos patoldégicos derivados de la descoordinacién funcional de
las integrinas VLA, asi como investigar sobre la posible
implicacién de la desfuncicnalidad de las integrinas VLA en otros
fendémenos patolégicos. Dependiendo de los resultado§ observados las

terapias a seguir podrian ser: 1) aplicar AcMs contra los miembros
implicados de las integrinas Pl o los péptidos miﬁéticos para las
integrina involucradas que eliminase el estado patoldgico, 2) o
bien, averiguando los estimulos gque estan provocando la situacién

patolégica intentar neutralizarlos para recobrar el estado normal.
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-Conclusiones——
|

1.- E1 AcM SEBDY9 reconoce un epitopo en el heterodimero VLA-1
gue tiene la capacidad de inhibir 1la adhesién ,celular a sus

respectivos ligandos.
|

I
2.- Los cationes divalentes Mg?* o Mn* induceh activacién de

la integrina VLA-1. Por el contrario, el ién ca®™ ejerce un efecto
inhibitorio scbre la funcieonalidad del heterodimeroc.

3.- E1l AcM activador anti-Bl TS2/16 induce activacién de los
heterodimeros VLA-1 y VLA-2, |

4.- Los AcMs HUTS reconocen epitopos de activacidén situados
entre los residuos 355-425 de la subunidad Bl, describiendo una
nueva regién reguladora de la funcionalidad de las integrinas VLA-
1- i

1

S.~ Los epitopos HUTS se comportan como LIBS.

1
I
i
1

6.— Los ésteres de forbol tienen un diferenté comportamiento
en la regulacién de la afinidad de las 1ntegr1nas|VLA dependiendo
del sistema celular analizado. ,

:

7.- Distintos tipos celulares presentan distintos estados de
activacidén basal de las integrinas VLA. !

|

8.- Los AcMs HUTS inducen activacidn fuﬁcional de las
integrinas Pl por mecanismos que no afectan a la aflnldad de las
integrinas: manteniendo “congelada” la conformacién integrina-
ligando e induciendo spreading celular. :
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