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AC
ACKR3
AF

Akt
Anti-Ub
APC
ATP

B

Adenylyl cyclase, adenil ciclasa

Atypical Chemokine Receptor 3, receptor de quimioquinas atipico 3
Adhesiones focales

Protein kinase B, proteinas quinasa B

Anticuerpo frente a ubiquitinas

Allophycocyanin, aloficocianina

Adenosine triphosphate, adenosin trifosfato

BAFF
Bax
BCECF-AM

Bcl-2
BCR
Bid
BLIMP1
BM
BMSCs

BSA

BTZ
BV

C

B-cell activating factor, factor de activacion de células B

Bcl2 associated X protein, proteina X asociada a Bcl2
(2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(6’)-carboxyfluorescein-acetoxymethyl
ester), 2’7’-bis (carboxietil)-5(6’)-carboxifluoresceinato de acetoximetil
éster

B-cell lymphoma 2, linfoma de células B 2

B-cell receptor, receptor de células B

BH3 Interacting Domain Death Agonist

PR domain zinc finger protein 1

Bone marrow, medula 6sea

Bone Marrow Stromal Cells, células estromales del microambiente
medular

Bovine serum albumin, albimina de suero bovino

Bortezomib

Brilliant Violet

CAM-DR
CaMKII

cAMP
CAR-T cells

CBMSO
CCK-8

CCL-
CCM1
CCR-
CD-
CD40L
Cdc42

cDNA

Cell Adhesion-Mediated Drug Resistance, resistencia a droga dependiente
de adhesién celular

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II, calmodulina
proteina quinasa II

Cyclic adenosine monophosphate, adenosin monofosfato ciclico
Chimeric antigen receptor T cells, células T con receptores de antigenos
quiméricos
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Cell counting kit-8, Water Soluble Tetrazolium Salt, (2-(2-methoxy-4-
nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium

C-C motif chemokine ligand, quimioquina ligando con motivo C-C
Cerebral cavernous malformation 1, malformacion cavernosa cerebral
C-C motif chemokine receptor, receptor de quimioquinas con motivo C-C
Cluster of differentiation, cimulo de diferenciacién

CDA40 ligand, ligando CD40

Cell division control protein 42, proteina de control de la division celular
42

Complementary DNA, DNA complementario
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CFz
CG
ChIP
CHX
CiB
c-Kit
CNIC
CREB
CS-1
CSIC
Ctrol
CXCL-
CXCR-
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Carboxyfluorescein  succinimidyl ester, éster de succinimidil-
carboxifluoresceina

Carfilzomib

Centro germinal

Chromatin immunoprecipitation, inmunoprecipitacion de la cromatina
Cicloheximida

Centro de Investigaciones Biologicas

Mast/stem cell growth factor receptor, receptor del factor de células madre
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares

CAMP response element-binding, elementos de respuesta a CAMP
Conecting segment 1, segmento conector 1

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas de Madrid

Control

C-X-C motif chemokine ligand, quimioquina ligando con motivo C-X-C
C-X-C motif chemokine receptor, receptor de quimioquinas con motivo C-
X-C

DAMPs

DAPI
DD
DMEM

DMSO
DN
DNA
dNTPs
DP
DTT

E

Damage Associated Molecular Patterns, patrones moleculares asociados
a dafio

4°6’-diamidino-2-phenylindole, 4’6’-diamidino-2-fenilindol

Dominio de dimerizacién

Dulbecco’s modified Eagle’s medium, medio de Eagle modificado por
Dulbecco

Dimethyl sulfoxide, dimetilsulf6xido

Double negative, doble negativo

Deoxyribonucleic acid, acido desoxirribonucleico

Deoxyribonucleotide triphosphates, desoxirribonucle6tidos trifosfato
Double positive, doble positivo

Dithiothreitol, ditiotreitol

EDTA
ERK1/2

ETS1

Ethylenediaminetetraacetic acid, acido etileno-diamino-tetraacético
Extracellular signal-requlated kinase 1 and 2, quinasa regulada por
sefiales extracelulares

E26  transformation-specific ~ or E-twenty-six ~ Proto-Oncogene 1
Transcription Factor

FAK
FBS
Fc

FDA

FERM
FITC

Focal Adhesion Kinase, quinasa de adhesion focal

Fetal bovine serum, suero fetal bovino

Region constante de las Ig

Food and Drug Administration, Administracion de Alimentos y
Medicamentos

F: proteina 4.1, E: ezrina, R: radixina, M: moesina

Fluorescein isothiocyanate, isotiocianato de fluoresceina



ABREVIATURAS

FN Fibronectina

FN-H89 Fibronectin fragment H89, fragmento H89 de la fibronectina

FO Células B foliculares maduras

FOXO3a Forkhead box O3

G

GAG Glicosaminoglicano

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

GATA G: Guanina, A: Adenina, T: Timina

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor, factor estimulante de colonias de
granulocitos

GDI GDP-dissociation inhibitor, inhibidor de disociacién de GDP

GDP Guanosine diphosphate, guanosin difosfato

GPCRs G G-protein coupled receptor, receptor acoplado a proteinas G
heterotriméricas

GRK G-protein associated kinase, quinasas asociadas a los receptores acoplados
a proteinas G

GSK3-p G-protein coupled receptor, receptor acoplado a proteinas G
heterotriméricas

GST Gluthation sulphur transferase, transferasa de azufre a glutation

GTP Guanosine triphosphate, guanosin trifosfato

GTPasa Guanosine triphosphatase, guanosin trifosfatasa

H

HEPES 4-(2-hidroxethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid, acido 4-(2-hidroxietil)
piperacina-1-etanosulfonico

HEV High endotelial venules, vénulas de 6rganos linfoides secundarios

HGF Hepatocyte growth factor, factor de crecimiento de hepatocitos

HLA Human leukocyte antigen, antigeno leucocitario humano

HPC Hematopoietic Progenitor Cells, progenitores hematopoyéticos

HRP Horseradish peroxidase, peroxidasa de rabano

HSC Hematopoietic Stem Cells, células madre hematopoyéticas

HSPC Hematopoietic Stem and Progenitor Cells, células madre y progenitores
hematopoyéticas

HZ Heterocigoto

I

i.p. Intra-peritoneal

iv. Intra-venosa

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1, molécula 1 de adhesién intercelular

ICAP-1 Integrin cytoplasmic domain-associated protein-1 or integrin beta 1
binding protein 1, proteina 1 asociada al dominio citoplasmatico de la
integrina o proteina 1 de unidn a integrinas beta 1

IFN-y Interfer6n gamma

Ig Inmunoglobulina


https://es.wikipedia.org/wiki/Guanina
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenina
https://es.wikipedia.org/wiki/Timina

ABREVIATURAS

IGF-1 Insulin-like growth factor, factor de crecimiento insulinico

IGF1IR Insulin-like growth factor receptor, receptor del factor de crecimiento
insulinico

IGH locus Immunoglobulin heavy locus, locus pesado de inmunoglobulina

IKK IkB kinase, quinasa de IkB

IL- Interleuquina

iNF-xkB Inhibidor de NF-xB

IP linhibidores del proteasoma

IP3 Inositol trisphosphate, inositol trisfosfato

ITGA4 Integrin subunit alpha 4, subunidad alpha4 de la integrina

ITGB1 Integrin subunit beta 1, subunidad betal de la integrina

IVM Intravital microscopy, microscopia intravital

IkB NF-kB Inhibitor, inhibidor de NF-kB

J

Jak Janus kinase, quinasa janus

Jnk c-Jun N-terminal kinase, quinasa N-terminal de c-Jun

K

KO Knockout

KRIT1 Kreyv interaction trapped 1, proteina 1 atrapada por la interaccion de Krev

L

LacZ Opero6n lactosa

LAD Il Leukocyte adhesion deficiency-III, deficiencia de adhesion leucocitaria de
tipo I1I

LFA-1 Leukocyte function-associated antigen 1, antigeno 1 asociado a la funcién
de leucocitos (aLf2)

Lin- Lineage’, células negativas de linaje

LSK Lin'Sca-1"c-Kit"

M

Mac-1 Macrophage-1 antigen, antigeno macrofago-1 (aMf2)

MadCAM-1 Mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1, molécula de
adhesion celular de adresinas mucosas 1

MAPK Mitogen-activated protein kinases, proteinas quinasa activadas por
mitogenos

Mcl-1 Induced myeloid leukemia cell differentiation protein, proteina de
diferenciacion de células leucémicas mieloides

MEC Matriz extracelular

MFI Mean fluorescence intensity, intensidad media de fluorescencia

MGUS Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance, gammapatia
monoclonal de significado incierto

MHC Major histocompatibility complex, complejo mayor de
histocompatibilidad



ABREVIATURAS

MIDAS Metal ion-dependent adhesion site, sitio de adhesion dependiente de iones
metalicos

miRNA microRNA

MLP Melphalan

MM Multiple myeloma, mieloma multiple

MO Médula 6sea

MPP Multipotent progenitors, progenitores multipotentes

mRNA Messenger RNA

mTOR Mammalian target of rapamycin, diana de rapamicina en mamiferos

Mz Marginal zone, zona marginal

N

NEMO NF-kB essential modulator, modulador esencial de NF-kB

NFAT Nuclear factor of activated T-cells, factor nuclear de células T activadas

NF-kB Nuclear factor-kB, factor nuclear kB

NIK NF-kB inducing kinase, quinasa inductora de NF-kB

NK Natural Killer cells, célula asesina natural

NL Nodulos linfaticos

NLS Nuclear localization sequence, secuencia de localizacion nuclear

NOD Nonobese diabetic, diabético no obeso

NOXA Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1

ns no significativo

NSG NOD scid gamma

P

p p-value, p-valor

PAGE Poliacrylamide gel electrophoresis, electroforesis en geles de
poliacrilamida

PAK p-21 activated kinase, quinasa activada por p-21

PAMPs Pathogen associated molecular patterns, patrones moleculares asociados
a patogenos

PB Peripheral blood, sangre periférica

PBS Phosphate buffered saline, solucién salina tamponada con fosfatos

PDK 3-Phosphoinositide-dependent ~ protein  kinase, proteina quinasa
dependiente de 3-fosfoinositidos

PE Phycoerythrin, ficoeritrina

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein Complex, complejo de proteinas de
clorofila peridinina

PFA Paraformaldehido

P-gP P-glicoproteina 1

PH Pleckstrin-homology domain, dominio de homologia con pleckstrina

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase, fosfatidilinositol 3-quinasa

PIP; Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PKA cAMP-dependent protein-kinase, proteina quinasa dependiente de cAMP

PKC Calcium-dependent protein-kinase, proteina quinasa dependiente de calcio

PKG Proteina quinasa G

PLC Phospholipase C, fosfolipasa C



PLL
PSMB5
PTB
PTEN
PVDF

R

ABREVIATURAS

Poli-L-Lisina

Proteasome Subunit Beta 5, subunidad beta 5 del proteasoma
Phosphotyrosine-binding domain, dominio de union a fosfotirosina
Phosphatase and tensin homolog, homologo de fosfatasa y tensina
Polyvinylidene difluoride, difluoruro de polivinilideno

Rac

RAF
RANKL

Ras

RB

RBD

RE

RGD

RIAM

RNA

RPMI 1640

RT-PCR
RT-qPCR

RUNX3

Ras-related C3 botulinum toxin substrate, sustrato de la toxina botulinica
C3 relacionado con Ras

Rapidly accelerated fibrosarcoma, fibrosarcoma rapidamente acelerado
Receptor Activator for NF-kB Ligand, ligando de receptor activador para
NF-kB

Rat sarcoma, sarcoma de rata

Retinoblastoma

Ras-binding domain, dominio de unién a Ras

Reticulo endoplasmatico

Arg-Gly-Asp, arginina-glicina-aspartico

Rap1-GTP-interacting adaptor molecule

Ribonucleic acid, acido ribonucleico

Roswell Park Memorial Institute médium, medio Roswell Park Memorial
Institute

Reverse transcription-polimerase chain reaction, transcripcién inversa y
reaccién en cadena de la polimerasa

Quantitative  reverse  transcription-polimerase  chain  reaction,
transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
Runt-related transcription factor 3, factor de transcripcion 3 relacionado
con Runt

SAM68

Sca-1
SCID
SsD
SDF-1
SDS
SEM
siRNA
SLAMF

SMM
SOCS1

SP
Src
STAT

Src-Associated substrate in Mitosis of 68 kDa, sustrato asociado a Src en
mitosis de 68 kDa

Stem cells antigen-1, antigeno 1 de células madre

Severe combined immunodeficiency, inmunodeficiencia combinada severa
Standard deviation, desviacion estandar

Stromal cell-derived factor-1, factor derivado de células estromales-1
Sodium dodecyl sulfate, dodecilsulfato de sodio

Standard error of the mean, error estandar

Small interfering RNA, RNA de interferencia

Signaling lymphocytic activation molecule family, familia de moléculas de
activacion de la sefial linfocitica

Smoldering multiple myeloma, mieloma latente

Suppressor of cytokine signaling 1, supresor de sefializacion de citoquinas
1

Single positive, tinico positivo

Sarcoma tyrosine-kinase, tirosina quinasa sarcoma

Signal transducer and activator of transcription, transductor de sefial y
activador de transcripcion



ABREVIATURAS

TBP
TBS
TBS-T
TCR
TG

Th-
ThPOK
TMD
TNF-a
TRAF3
TRIS

TATA-binding protein, proteina de union a TATA
Tris-buffered saline, solucién salina tamponada con Tris
TBS-Tween® 20

T-cell receptor, receptor de células T

Tioglicolato

T helper, T colaborador

Zinc finger and BTB domain containing 7B
Transmembrane domain, region transmembrana

Tumor necrosis factor-a, factor de necrosis tumoral o
TNF receptor associated factor 3, factor asociado con el receptor de TNF
Trisaminometano

UPR

Unfolded protein response, respuesta a proteinas desplegadas

VCAM-1

VLA-4
VP

Vascular cell adhesion molecule-1, molécula de adhesion de células
endoteliales-1

Very Late Antigen-4 (04f1)

Verapamilo

WB
WT

Western Blotting
Wild type, salvaje

XBP-1

X-Box Binding Protein 1, proteina 1 de unién a X-Box
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SUMMARY

INTRODUCTION

The integrin a4f31 plays important roles during lymphocyte migration to sites of
inflammation and at distinct steps in hematopoiesis. The activity of this integrin is
regulated by intracellular proteins which associate with the 1 subunit cytoplasmic
domain. While much is known on positive regulators such as talin and kindlin, less is
known about those which negatively regulate integrin activation, such as ICAP-1. As
a4pB1 is expressed on lymphocytes, we have studied the effects of the lack of ICAP-1 on
o4p1-dependent lymphocyte adhesion and on immune cell differentiation in thymus,
spleen and bone marrow (BM).

adf31 also mediates the interaction between multiple myeloma (MM) cells and the
BM microvasculature, as well as with BM stromal cells. This interaction favours MM cell
proliferation, survival and resistance to chemotherapy, leading to BM colonization and
disease progression. Given the potential role of ICAP-1 as negative regulator of 1
integrin activation, it is important to study its role on a41-dependent MM cell adhesion.
Bortezomib (BTZ) is a proteasome inhibitor widely used in the treatment against MM.
Unfortunately, many patients develop resistance to BTZ, and therefore is crucial to
investigate the mechanisms that the MM cells use to bypass this inhibitor, including the
possible relationships between BTZ and a4f1.

OBJECTIVES AND RESULTS

In the first objective of this Doctoral Thesis we have characterized the ICAP-1
implication in o4f1-mediated lymphocyte adhesion, and in the development and
maturation of cells of the immune system. In addition, we have analyzed the a4f31-
dependent MM cell adhesion to the BM microvasculature.

To address the first part of this objective, we used mice lacking ICAP-1. CD3"
and CD19" splenic cells from ICAP-1"" mice displayed higher adhesion levels to a4p1
ligands than ICAP-1*"* cells. ICAP-1-deficient mice showed a specific reduction of
TCRap* CD8"CD69" cells in comparison with control mice, suggesting an involvement
of ICAP-1 in thymocyte positive selection. The decreased CD8" T cell frequency was
also evident in spleen and lymph nodes from ICAP-17" mice. Contrary to spleen cells,
there were no differences in adhesion to CS-1/FN between thymocytes from ICAP-1"-
and ICAP-1*"* mice. Interestingly, we observed a preferential distribution of ICAP-1 in
the nucleus of control thymocytes, suggesting that ICAP-1 function in these cells might
be more relevant in the nucleus than in the cytosol. Analyzing regulatory elements of the
thymocyte development program, we found that lack of ICAP-1 caused a specific
reduction in the expression of Runx3, an important transcription factor controlling the
generation of CD8" cells in thymus. We did not detect alterations in stem and progenitor
cells frequencies in BM from ICAP-17" mice relative to control counterparts, and B
lymphopoiesis was neither affected. Of note, we observed a reduction of marginal zone
B cells and an increase in follicular B cells in spleen from ICAP-17" mice comparing to
control mice. These data suggest that ICAP-1 might have a role as modulator of B cell
trafficking in spleen, thus regulating B cell maturation.
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In the second part of this objective we demonstrated that ICAP-1 is expressed in
MM bone marrow primary samples, and that silencing ICAP-1 in MM cell lines led to
enhanced o4f31-dependent adhesion together with increased integrin activation.
Furthermore, intravital microscopy assays revealed that ICAP-1 knockdown led to
upregulated MM cell adhesion to the BM microvasculature.

The second objective consisted in the characterization of functional relationships
between MM cell resistance to BTZ and the expression and function of the a4f31 integrin.
To this purpose we have used two MM cell lines resistant to BTZ. We found that the
expression of a4p1 in these BTZ-resistant cells was higher than that of the original
parental cells, which resulted in increased a41-dependent cell adhesion and enhanced
cell infiltration in the BM of immunodeficient mice, which caused disease progression.
A partial involvement of NF-kB and FOXO3a in enhanced a4 expression in the resistant
cells was found. Upregulation of a4[31 expression in BTZ-resistant cells was not a general
effect, as it was not observed in BTZ-resistant cells which served as models for acute
lymphoblastic leukemia T and B cell lymphoma.

CONCLUSIONS

ICAP-1 is proposed to be involved in the development of CD8" T cells in thymus,
by regulating Runx3 expression and modulating thymocyte positive selection. In T and B
spleen cells, ICAP-1 negatively regulates a431-dependent adhesion. Furthermore, ICAP-
1 regulates the frequency of spleen marginal zone and follicular B cells, potentially
involving a control of cell trafficking. We also demonstrate a negative role for ICAP-1 in
o4p1-mediated MM cell adhesion.

BTZ-resistant MM cells display higher o431 expression than parental cells linked
to upregulated adhesion mediated by this integrin, and by enhanced BM infiltration and
disease progression. A partial role for NF-kB and FOXO3a in increased a41 expression
in resistant cells is proposed.
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INTRODUCCION

La integrina o4f1 desempefia importantes funciones durante la migracion
linfocitaria hacia sitios de inflamacion y en diferentes etapas de la hematopoyesis. La
actividad de esta integrina esta regulada por proteinas intracelulares que se asocian al
dominio citoplasmatico de la subunidad 1. Mientras que se han realizado numerosos
estudios acerca de los reguladores positivos de las integrinas tales como talina y kindlin,
aquellas proteinas que regulan negativamente su activacion han sido menos
caracterizadas, como es el caso de ICAP-1. Puesto que a4f1 se expresa en linfocitos,
hemos estudiado el efecto de la falta de ICAP-1 en la adhesién dependiente de a4f1 en
estas células, asi como en la diferenciacién de células del sistema inmunitario en el timo,
bazo y médula 6sea (MO).

Otra de las funciones conocidas de a4f31 es su participacion en la interaccion entre
células de mieloma multiple (MM) y la microvasculatura de la MO y células del estroma
medular. Esta interaccion favorece la proliferacién, supervivencia y resistencia a
quimioterapia de las células de MM, promoviendo la colonizaciéon de la MO vy la
progresién de la enfermedad. Debido a que ICAP-1 se postula como regulador negativo
de la activacién de integrinas 31, es importante estudiar su papel en la adhesién de células
de MM dependiente de a4{31.

El Bortezomib (BTZ) es un inhibidor del proteasoma ampliamente utilizado en el
tratamiento frente al MM. Desafortunadamente, muchos pacientes acaban desarrollando
resistencia al BTZ, por lo que es crucial investigar los mecanismos que utilizan las células
de MM para sobrevivir al tratamiento con este agente, incluyendo una posible relacion
entre el BTZ y la integrina a4p1.

OBJETIVOS Y RESULTADOS

En el primer objetivo de esta Tesis Doctoral hemos caracterizado la implicacion
de ICAP-1 en la adhesion linfocitaria dependiente de o4f1, y en el desarrollo y
maduracién de células del sistema inmunitario. A su vez, hemos analizado la regulacion
por ICAP-1 de la adhesion de células de MM a la microvasculatura de la MO a través de
a4f1.

Para abordar la primera parte de este objetivo hemos utilizado ratones deficientes
en ICAP-1. Esplenocitos CD3" y CD19" procedentes de ratones ICAP-17" mostraron
niveles mayores de adhesién a ligandos de a4B1 que las células ICAP-1""*. Detectamos
una reduccién especifica de la poblacién de células TCRof* CD8*CD69™ en muestras de
timos de ratones ICAP-1"" en comparacién con muestras ICAP-1"", sugiriendo un posible
papel de ICAP-1 en la seleccién positiva de los timocitos. El descenso de la frecuencia
de células T CD8" también fue notorio en bazo y nédulos linfaticos de ratones ICAP-1"
. Contrariamente a lo observado para los esplenocitos, no se encontraron diferencias en
los niveles de adhesién a CS-1/FN entre timocitos ICAP-17"y ICAP-1*"*. Notablemente,
detectamos una distribucion preferencial de ICAP-1 en el nicleo de los timocitos,
sugiriendo que la funciéon desempefiada por esta proteina en estas células podria ser mas
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relevante en el ndcleo que en el citoplasma. Analizamos elementos reguladores del
programa de desarrollo por el que los timocitos se determinan hacia los distintos linajes
de células T, y encontramos que la falta de ICAP-1 causaba una reduccién especifica de
la expresion de Runx3, un factor de transcripcién critico para la generacién de células
CD8" en el timo. No detectamos alteraciones en la frecuencia de células madre y
progenitoras presentes en la MO de ratones ICAP-17, ni en la linfopoyesis de células B.
El analisis de los bazos de ratones ICAP-1"- mostraron una reduccién de las células B de
la zona marginal (MZ) y un incremento de las células B foliculares (FO), en comparacién
con los bazos de ratones control. Estos datos sugieren la posibilidad de que ICAP-1 actte
como modulador del trafico de células B en bazo, por lo que pudiera regular la
maduracién de las células B.

En la segunda parte de este objetivo silenciamos ICAP-1 en lineas celulares de
MM, lo que supuso un incremento de la adhesiéon dependiente de o431 junto con una
mayor activacion de la integrina. Ensayos de microscopia intravital revelaron que la
reduccion de la expresion de ICAP-1 correlacionaba con un aumento de la adhesién de
las células de MM a la microvasculatura de la MO.

El segundo objetivo de esta Tesis consistié en la caracterizacion de relaciones
funcionales entre la resistencia de células de MM a BTZ y la expresién y funcion de a41.
Para desarrollar este trabajo hemos utilizado lineas celulares de MM resistentes a BTZ.
Hemos observado que la expresion de o431 en estas células resistentes era mayor que la
de las células parentales, lo que se tradujo en un aumento en los niveles de adhesion
mediada por esta integrina y en una mayor infiltracibn de la MO de ratones
inmunodeficientes, contribuyendo al progreso de la enfermedad. Los factores de
transcripcion NF-kB y FOXO3a estan involucrados en el aumento de la expresion de o4
en las poblaciones celulares de MM resistentes a BTZ. El incremento de expresion de
o4B1 en las células de MM resistentes a BTZ no resulto ser un efecto extensible a otras
neoplasias hematolégicas, ya que no se observd en células resistentes a BTZ utilizadas
como modelos de leucemia linfobastica aguda de células T y linfoma de células B del
manto.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que ICAP-1 esta implicado en el desarrollo de células
T CD8" en el timo, regulando la expresion de Runx3 y modulando la seleccién positiva
de los timocitos. ICAP-1 controla negativamente la adhesion dependiente de a4f31 de
células T y B del bazo, y regula el trafico de células B en este 6rgano afectando a la
frecuencia de células MZ y FO. Demostramos asimismo que ICAP-1 regula
negativamente la adhesién de células de MM mediada por a4f1.

Las células de MM resistentes a BTZ muestran mayor expresiéon de oa4p1 en
comparacion a las células parentales, lo que causa un aumento de la adhesion mediada
por esta integrina, asi como una mayor infiltracion de la MO y progresion del mieloma.
Proponemos a NF-kB y FOXO3a como reguladores del aumento de la expresion de a4
en células de MM resistentes a BTZ.
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I EL SISTEMA INMUNE. ADHESION Y MIGRACION LEUCOCITARIA

El sistema inmune comprende un conjunto de moléculas, células, tejidos y
organos que trabajan de manera colectiva con el fin de coordinar la respuesta inmune, la
cual se divide en dos grandes ramas relacionadas entre si: la inmunidad innata y la
adaptativa (Abbas et al., 2014; Murphy, 2012). La inmunidad innata representa una
respuesta de defensa que actia de forma inmediata para eliminar patégenos. Constituye
la primera barrera de defensa del organismo, y su activacion es esencial para poder
desencadenar una posterior respuesta inmune adaptativa (Abbas et al., 2014; Murphy,
2012). Las respuestas de inmunidad innata comprenden tanto barreras fisicas como
quimicas, y en ellas tienen un papel esencial las células fagociticas como los neutréfilos
y los macréfagos, asi como las Natural Killer cells (NK). Asimismo, el sistema del
complemento y diferentes mediadores de inflamacién y citoquinas regulan y coordinan
la funcionalidad de las células de la inmunidad innata (Murphy, 2012). Las respuestas
moleculares de la inmunidad innata se centran en el reconocimiento de patrones
conservados presentes en los agentes infecciosos y que son conocidos como Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPs), o en moléculas que indican que hay un dafio en
un tejido, denominadas Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs) (Abbas et al.,
2014; Medzhitov, 2001).

La respuesta inmunitaria adaptativa acttia posteriormente a la innata, y es capaz
de adaptarse a antigenos concretos de forma especifica. A su vez, genera memoria contra
estos antigenos de modo que, si existe un segundo proceso infeccioso con el mismo
agente, la respuesta que se genere sea mas eficaz. Las células responsables de
desencadenar la inmunidad adaptativa son los linfocitos T y B. En el caso de los linfocitos
B, estos pueden diferenciarse a células plasmaticas, que son las encargadas de la
produccion de anticuerpos especificos, conformando la inmunidad humoral (Iwasaki &
Medzhitov, 2015; Vale et al., 2015; Abbas et al., 2014; Hardy & Hayakawa, 2001).

Las células del sistema inmune proceden inicialmente de la diferenciacion celular
que tiene lugar en la médula 6sea (MO). A través de este proceso, denominado
hematopoyesis, se producen los diferentes linajes sanguineos a partir de células madre
hematopoyéticas (Hematopoietic Stem Cells, HSCs), y de progenitores hematopoyéticos
(Hematopoietic Progenitor Cells, HPCs) (Laurenti & Gottgens, 2018; Wei & Frenette,
2018; Hoggatt et al., 2016; Cumano & Godin, 2007). Las HSCs son capaces de auto-
renovarse y de diferenciarse, generando células sanguineas maduras de manera constante.
Las células HSCs pluripotentes de la MO pueden diferenciarse a progenitores mieloides
y linfoides, manteniendo la homeostasis de los diferentes linajes hematopoyéticos a lo
largo de la vida del individuo (Wei & Frenette, 2018; Laurenti & Gottgens, 2018; Orkin
& Zon, 2008). Los progenitores linfoides del linaje B producen linfocitos B inmaduros
en la MO capaces de migrar a bazo, lugar donde culmina su proceso de maduracion (Pillai
& Cariappa, 2009; Weill et al., 2009; Nagasawa, 2006; Rolink et al., 2004). Por otro lado,
los progenitores linfoides para el linaje T migran desde la MO al timo, otro 6rgano
linfoide primario, en donde se diferencian a células maduras CD4" y CD8" (Takaba &
Takayanagi, 2017; von Boehmer, 2014; Gascoigne & Palmer, 2011; Carpenter &
Bosselut, 2010; Singer et al., 2008; Ladi et al., 2006). Una vez diferenciados, los
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linfocitos emigran al torrente sanguineo y recirculan a través de organos linfoides
periféricos secundarios (bazo, nédulos linfaticos y tejido linfoide asociado a mucosas),
los cuales son tejidos especializados en concentrar los antigenos que entran en el
organismo. Los linfocitos que no han tenido un contacto previo con antigenos (linfocitos
naive), migran a estos organos, donde reconocen a los antigenos e inician la respuesta
inmunitaria, derivando finalmente en linfocitos efectores y de memoria (Abbas et al.,
2014; Murphy, 2012). Estos linfocitos activados circulan por la sangre y se dirigen a
zonas periféricas de entrada de antigenos o a lugares de rotura tisular, garantizando la
inmunidad sistémica y la especificidad y memoria de la respuesta inmune adaptativa.
Gran parte de las células efectoras acaban muriendo tras eliminar al agente infeccioso, si
bien algunas de ellas sobreviven como células memoria que defienden al organismo frente
a posteriores infecciones causadas por el mismo patégeno (Abbas et al., 2014; Kinashi,
2007).

Estos procesos migratorios de los linfocitos son dependientes de receptores de
adhesion y moléculas quimioatrayentes que facilitan la infiltracion al tejido dafiado
(Miyasaka & Tanaka, 2004; Butcher et al., 1999; Butcher & Picker, 1996; Springer,
1994). Ambos tipos de moléculas funcionan conjuntamente para regular y optimizar el
trafico leucocitario a través de los endotelios con el objetivo de desarrollar una respuesta
inmune eficiente. Las moléculas de adhesion principales durante la migracién leucocitaria
transendotelial son las integrinas y selectinas y sus respectivos ligandos, y las
quimioquinas y sus receptores. Las quimioquinas activan transitoriamente la adhesién
leucocitaria mediada por las integrinas, lo cual es clave durante la migracion leucocitaria
(Vestweber, 2015; Nourshargh & Alon, 2014; Alon & Ley, 2008; Laudanna & Alon,
2006; Johnston & Butcher, 2002).

Los linfocitos circulantes presentan en su membrana ligandos que reconocen
selectinas expresadas por las células endoteliales. Este reconocimiento favorece la
captura inicial o tethering de los linfocitos sobre la superficie vascular (Zarbock et al.,
2011; McEver, 2002). Tras este contacto inicial, los linfocitos ruedan sobre la superficie
vascular disminuyendo su velocidad, un proceso denominado rolling, el cual esta
mediado principalmente por selectinas y sus ligandos (Rosen, 2004). Finalmente, los
linfocitos se adhieren de manera firme y estable al endotelio vascular, mediante la accién
coordinada de las integrinas y quimioquinas, lo que les permite resistir el flujo sanguineo
(Figura 1) (Vestweber, 2015; Ley et al., 2007; Campbell et al., 1998).

La coordinacién funcional entre las integrinas y quimioquinas es fundamental para
evitar una migracion leucocitaria descontrolada. Los leucocitos circulantes presentan
integrinas en su superficie celular en una conformacién basalmente inactiva de baja
afinidad por sus ligandos, lo que impide la adhesion de estas células al endotelio. Este
estado se modifica tras la accion de las quimioquinas presentes en el endotelio vascular
(Alon & Feigelson, 2012; Alon & Ley, 2008), las cuales se unen a sus receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) expresados por los linfocitos durante su proceso de
rolling, causando una sefializacion intracelular (inside-out) que aumenta rapida y
transitoriamente la activacion de las integrinas y conduce a un incremento de la adhesién
celular (Alon & Feigelson, 2012; Alon & Dustin, 2007; Middleton et al., 2002; Hidalgo
et al., 2001; Grabovsky et al., 2000). La adhesion estable de los leucocitos al endotelio
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mediada por integrinas es reversible, por lo que si las sefiales de activacién y migracion
transendotelial no se mantienen, el leucocito retornara al flujo sanguineo (Ley et al.,
2007). Con una sefializacién adecuada, estas células se polarizan y adquieren una
morfologia que aumenta su capacidad migratoria transendotelial siguiendo un gradiente
de factores quimioatrayentes (Kinashi, 2005; von Andrian & Mackay, 2000). De esta
manera, los linfocitos acaban extravasandose y alcanzando lugares de inflamacién o de
presentacion antigénica (Figura 1) (Alon & Ley, 2008; Kinashi, 2007).

Las integrinas a4f31, a4p7, LFA-1 (aLp2) y Mac-1 (aMf32) son los principales
receptores de adhesion responsables de la adhesion estable de los leucocitos al endotelio,
interaccionando con moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas como VCAM-1,
MadCAM-1 e ICAM-1, lo que facilita la extravasacién posterior leucocitaria a los tejidos
de destino (Shulman et al., 2009; Garcia-Bernal et al., 2009; Ley et al., 2007; Luster et
al., 2005). En el caso de los linfocitos T, las integrinas a4 y aL.f2 son esenciales para la
migracion de estas células hacia lugares de inflamacion, mientras que a2 y en menor
medida a4f31 participan en la migracion hacia tejidos linfoides secundarios (Alon & Ley,
2008; Kinashi, 2007; Rose et al., 2002; Berlin-Rufenach et al., 1999).

Flujo sanguineo

Proteinas implicadas en la
sefalizacion inside-out

Selectinas
Integrinas
‘ Integrinas Migracion a fravés de
endotelio
Captura . Activacion
/\ Rolling /\farada Reforzamiento de la ‘

adhesion (Spreading)

Células endoteliales

OO @)

O O Quimioguinas O @)
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Figura 1. Modelo de migracién leucocitaria. Las moléculas de adhesion presentes en la superficie celular
de los leucocitos, asi como sus ligandos expuestos por el endotelio vascular, juegan un papel crucial durante
la migracién leucocitaria. A su vez, las quimioquinas y sus receptores son determinantes para la
consecucion de las etapas secuenciales para que un leucocito migre a sitios de inflamacién o a tejidos
linfoides (Ley et al., 2007).
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Las integrinas

Los componentes de la familia de las integrinas median adhesién celular en
procesos de homeostasis, diferenciacion, desarrollo y organogénesis, asi como durante el
trafico leucocitario y la respuesta inmune. Asimismo, contribuyen a la progresion tumoral
y estan implicadas en diversas patologias inflamatorias (Sun et al., 2019; Moreno-
Layseca et al., 2019; Hamidi & Ivaska, 2018; Hynes, 2002). Las integrinas son
glicoproteinas transmembrana heterodiméricas que participan en interacciones célula-
célula y célula-matriz extracelular (MEC), y que conectan la MEC con las adhesiones
focales y el citoesqueleto de actina. A su vez, son capaces de transducir sefiales hacia el
interior celular, activando multiples vias de sefializacién relacionadas con proliferacién,
supervivencia, apoptosis, morfologia y polarizacion celular, expresién génica y
diferenciacion. Entre las vias activadas por las integrinas destacan la sefializacion a través
de las MAP quinasas, la via PI3K-Akt y el sistema NF-kB (Cooper & Giancotti, 2019;
Hynes, 2002; Giancotti & Ruoslahti, 1999).

Las integrinas se componen de dos subunidades denominadas a y 3, unidas de
manera no covalente. Se han descrito 8 subunidades 3 y 18 subunidades o en mamiferos,
que pueden combinarse y formar 24 dimeros of3 diferentes. La especificidad de las
integrinas por sus ligandos reside en ambas subunidades, confiriendo a cada uno de los
miembros de esta familia una funcién especifica no redundante y una distribucién tisular

determinada (Figura 2) (Moreno-Layseca et al., 2019; Calderwood et al., 2013; Hynes,
2002).
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Las integrinas presentan un dominio extracelular que contiene la region de unién
al ligando formado por ambas subunidades a y [, una regiéon transmembrana
(transmembrane domain, TMD), y un corto dominio intracelular con capacidad de
interaccion directa con diferentes proteinas intracelulares, las cuales pueden regular la
activacién de las integrinas (Calderwood et al., 2013; Hynes, 2002). En la mitad de la
region extracelular de algunas subunidades o se expresa el dominio aA o I, homologo al
dominio BA, dentro de los dominios 3-propeller, constituyendo el principal sitio de unién
al ligando (Dong et al., 2012). Este dominio posee una region conservada de unién a
cationes divalentes conocida como region MIDAS, la cual es critica para la unién del
ligando a la integrina (Figura 3) (Dong et al., 2012; Zhang & Chen, 2012).

Los dominios TMD de las subunidades o y B pueden asociarse entre si a través de
interacciones electrostaticas de sus estructuras en hélice, promoviendo un estado de
inactivacion o de baja afinidad por los ligandos. La unioén de estos TMD se desestabiliza
cuando se produce la interaccion de proteinas activadoras al dominio intracelular de las
subunidades 3 (Moreno-Layseca et al., 2019; Calderwood et al., 2013; Kim et al., 2011;
Shattil et al., 2010), lo que se traduce en la activacion de las integrinas (Figura 3). Este
dominio presenta dos motivos bien definidos y caracterizados: una secuencia NPxY
proxima a la membrana celular, y otra secuencia NxxP mas alejada de la membrana.
Dichos motivos forman parte de dominios PTB (phosphotyrosine-binding), los cuales
representan sitios de union para proteinas reguladoras del estado de activacion de las
integrinas, como la talina, kindlin e ICAP-1 (Calderwood et al., 2003; Calderwood &
Ginsberg, 2003).
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Figura 3. Estructura de las integrinas. Se muestran los diferentes dominios que conforman cada
subunidad de la integrina, distinguiendo entre integrinas sin al e integrinas ol. Ademas, se muestran las
diferentes conformaciones segtin el estado de afinidad: baja afinidad o conformacién plegada (izquierda),
afinidad intermedia con conformacién extendida pero dominios citoplasmaticos y TMD interaccionando
(medio), y estado de alta afinidad con conformacién extendida y dominios TMD y citoplasmaticos
separados (derecha) (Shattil et al., 2010).
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Regulacion de la activacion de las integrinas

La activacion de las integrinas refleja la afinidad por sus ligandos, y se asocia
intimamente con cambios dindmicos y reversibles de su conformacion estructural. Como
ya se ha mencionado, las integrinas leucocitarias presentan normalmente una
conformacién inactiva plegada incapaz de unirse a sus ligandos, mostrando los dominios
TMD vy citoplasmaticos de las subunidades o y [ interaccionando entre si. Las integrinas
alcanzan la conformacion de alta afinidad una vez que los dominios citoplasmaticos y la
region TMD dejan de interaccionar y se separan (Figuras 3 y 4) (Calderwood et al., 2013;
Schurpf & Springer, 2011; Shattil et al., 2010; Carman & Springer, 2003; Takagi et al.,
2002).

En base a estos datos, se han propuesto dos modelos de activacion de las
integrinas. En el primero de ellos, las integrinas adquieren una conformacion extendida
de alta afinidad como resultado de la sefalizacién inside-out, interaccionando
eficientemente y de forma monovalente con el ligando. El segundo modelo propone que
la extension de la integrina hacia conformaciones de alta afinidad viene dada
posteriormente a la unién inicial del ligando o por cationes divalentes como el Mn?*. Tras
la interaccioén integrina-ligando de alta afinidad, el “clustering” o agrupamiento de varias
moléculas de integrina en la membrana celular promueve un aumento de avidez por los
ligandos que se traduce en un reforzamiento de la adhesion. Conjuntamente, el aumento
de afinidad y avidez de las integrinas hace que diferentes proteinas de sefializacion
intracelular y citoesqueleto, como FAK (Focal Adhesion Kinase), paxillina y Erk1/2, se
asocien indirectamente a las integrinas para estimular sefializacion hacia el interior
celular, lo que se denomina sefializaciéon outside-in. Dicha sefializacién induce la
regulacién de la polarizacién y dinamica del citoesqueleto de actina, expresion génica y
supervivencia y proliferacion celular (Figura 4) (Shattil et al., 2010; Moser et al., 2009;
Ginsberg et al., 2005).

Recientemente, se ha descrito un tercer tipo de sefializacién denominada “inside-
in”, por el cual las integrinas que han sido endocitadas son asimismo capaces de transmitir
sefales intracelulares reclutando FAK u otros efectores, o aumentando la sefalizacion de
receptores de factores de crecimiento cercanos (Figura 4) (Wilson et al., 2018; Hamidi
& Ivaska, 2018; Nader et al., 2016; Barrow-McGee et al., 2016; Alanko et al., 2015).
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Figura 4. Regulacion de la activacién de las integrinas y sefializacion a través de las mismas. En la
sefializacion inside-out, tras la activacion de receptores acoplados a proteinas G presentes en la membrana
celular, diferentes activadores intracelulares interaccionan con los dominios citoplasméticos de las
integrinas, promoviendo una variacién conformacional que resulta en el aumento de la afinidad de estos
heterodimeros por sus ligandos. La sefalizacion outside-in se desencadena una vez que las integrinas
transducen la sefial hacia el interior celular tras haber reconocido y haber interactuado con sus ligandos
extracelulares. La formacién de clusters de integrinas en la membrana plasmatica también promueve la
sefializacion outside-in. Por ultimo, se representa la sefializacién inside-in, por la cual, integrinas
endocitadas transducen la sefial al interior celular (Hamidi & Ivaska, 2018).

“Senalizacion inside-out”

La interacciéon de las quimioquinas con sus receptores, o la activacion de otros
receptores de membrana como el TCR en las células T o el BCR en células B,
desencadena una sefializacion inside-out, que se traduce en conformaciones de alta
afinidad de las integrinas (Alon & Ley, 2008; Batista et al., 2007; Carman & Springer,
2003; Takagi et al., 2002). En esta sefializacion, las proteinas talina y kindlin se unen a
los motivos NPxY y NxxP del dominio citoplasmatico de la subunidad 8 de las integrinas,
respectivamente (Sun et al., 2019; Shattil et al., 2010; Moser et al., 2009; Tadokoro et
al., 2003), favoreciendo la separacién de los dominios intracelulares del heterodimero, y
estimulando la unién al ligando (Calderwood et al., 2013; Anthis et al., 2009). En la
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seflalizacién inside-out dependiente de quimioquinas se reduce la difusion lateral de las
integrinas en el plano de la membrana, mediante el anclaje de los dominios intracelulares
de las integrinas al citoesqueleto de actina, lo que influye asimismo en la afinidad y avidez
de las integrinas. Esto ha sido observado para las integrinas a4p1 y aLf32 mediante la
técnica de single-particle tracking (Sosa-Costa et al., 2016; Cairo et al., 2006).

Proteinas intracelulares reguladoras de la activacion de las integrinas

La caracterizacion de moléculas que regulan la activacién de las integrinas es de gran
importancia por el papel clave de las integrinas en la polarizacién, morfologia y motilidad
celular (Sun et al., 2019; Klapholz & Brown, 2017; Calderwood et al., 2013; Kim et al.,
2012; Moser et al., 2009). Talina y kindlin actian como moléculas estimuladoras de la
activacion de las integrinas, mientras que ICAP-1 y filamina inhiben la activacion de las
mismas mediante competicion por los sitios de union de talina y kindlin. Se ha mostrado
que cuando los residuos tirosina de los motivos NPxY y NxxY/F de las integrinas se
encuentran fosforilados, los grupos fosfato conforman un impedimento estérico para la
union de proteinas activadoras, como talina y kindlin, lo que se traduce en una inhibicién
de la activacion de las integrinas (Calderwood et al., 2013; Ye et al., 2011).

Talina

Se han descrito dos isoformas de talina en vertebrados codificadas por distintos
genes: talina-1 y talina-2. La talina-1 participa en procesos de adhesion y spreading
celular (Priddle et al., 1998) y, desde ahora nos referiremos a ella como talina.

La talina presenta un dominio globular en su extremo amino-terminal, conocido
como talin head, unido a una region carboxi-terminal denominado talin rod
(filamentoso). Cuando ambos dominios interaccionan, se genera una conformacion
cerrada e inactiva de talina, que se localiza en el citoplasma (Hamidi & Ivaska, 2018;
Banno et al., 2012; Goksoy et al., 2008). El dominio talin head contiene una regién
FERM (proteina 4.1, ezrina, radixina, moesina) conservada con tres subdominios (F1, F2
y F3), de los cuales el subdominio F3 incluye un motivo de tipo PTB con capacidad de
unirse directamente a los motivos NPxY de los dominioss citoplasmaticos de las
subunidades 3 (Figura 5) (Wegener et al., 2007; Czuchra et al., 2006; Garcia-Alvarez et
al., 2003; Tadokoro et al., 2003; Calderwood et al., 2002; Calderwood et al., 1999;
O'Toole et al., 1995). El puente salino entre las subunidades o y 3, asi como interacciones
van der Waals entre las regiones transmembrana de estas subunidades, son probablemente
responsables de mantener las integrinas en conformaciones de baja afinidad (Anthis et
al., 2009; Imai et al., 2008). La union de talina a los motivos NPxY interrumpe dichas
interacciones, lo que induce una separacion de los dominios citoplasmaticos,
promoviendo cambios conformacionales que se propagan a través de la membrana
celular, lo que finalmente se traduce en activacion de las integrinas (Calderwood et al.,
2013; Ye et al., 2011; Critchley, 2009; Tadokoro et al., 2003; Calderwood et al., 1999).
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En la region carboxilo-terminal, la talina presenta un motivo de dimerizacion (DD) que
facilita el clustering de integrinas (Sun et al., 2019; Gingras et al., 2008).

Para que la talina pueda unirse al dominio citoplasmatico de la subunidad 1, tiene
que ser previamente activada. En leucocitos, esto tiene lugar mediante competicién de la
interaccion de los dominios head-rod por la proteina RIAM, causando una conformacién
abierta de la talina. RIAM recluta talina a la membrana celular mediante la union RIAM-
Rap1, lo que finalmente conduce a la activacién de las integrinas (Figura 4) (Bromberger
et al., 2018; Zhu et al., 2017; Lagarrigue et al., 2015; Yang et al., 2014; Chang et al.,
2014; Banno et al., 2012).

Region globular o
Dominio FERM Dominio filamentoso

RIAM RIAM(_B
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Figura 5. Estructura de la talina. La regién globular (talin-head) amino-terminal de la talina contiene un
dominio FERM capaz de unirse a los motivos NPxY de las subunidades {3 de las integrinas. En el dominio
filamentoso o rod, existen sitios de unién a actina y vinculina, asi como un segundo sitio de uni6n para las
integrinas. En este dominio existen diferentes sitios de reconocimiento y unién para RIAM, una proteina
que activa y recluta talina a la membrana plasmatica. El dominio DD presente en el extremo carboxilo-
terminal facilita la dimerizacién de talina (Calderwood et al., 2013).

Los ratones knockout para talina son letales durante el desarrollo embrionario
debido a defectos en la gastrulacion (Monkley et al., 2000). Estudios en modelos de ratén
en los que se ha eliminado talina de manera condicional en linfocitos T o B, muestran que
la talina es requerida para la migracion de las células B a nédulos linfaticos (NL), pero su
funcién no es esencial para la maduracién folicular de estas células en bazo (Manevich-
Mendelson et al., 2010). Asimismo, la talina es necesaria para que se produzca una
sinapsis inmune eficiente (Calderwood et al., 2013; Wernimont et al., 2011), y para
agregacion plaquetaria y formacion de trombo (Nieswandt et al., 2007; Petrich et al.,
2007).
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Kindlin

Las proteinas kindlin presentan dominios FERM similares a los presentes en el
talin-head. Estas proteinas reconocen los motivos NPxY distales del dominio
citoplasmatico de las subunidades [} de las integrinas a través del subdominio F3 y, en
cooperacion con talina, promueven la activacion de integrinas tales como aLf32 y a4f1
(Figura 6) (Rognoni et al., 2016; Calderwood et al., 2013; Moser et al., 2009).

Figura 6. Estructura de las proteinas
kindlin. Constan de dos dominios FERM
y un dominio de homologia con

pleckstrina (PH). Se ha propuesto que el
N_( A PR (FAYFe }_C subdominio F3 es el responsable de la
unién de kindlin al motivo distal NPxY
de las subunidades 3 de las integrinas.
(Rognoni et al., 2016).

FERM FERM

Dentro de la familia de proteinas kindlin se han descrito los miembros kindlin-1,
kindlin-2 y kindlin-3 en vertebrados (Rognoni et al., 2016). Su expresion no es ubicua, y
en concreto, kindlin-3 se expresa en humanos mayoritariamente en células del sistema
hematopoyético, aunque también se ha detectado su expresion en células endoteliales
(Ruppert et al., 2015; Bialkowska et al., 2010).

Las proteinas kindlin impiden estéricamente la union de proteinas inhibidoras de
las integrinas, como la filamina (Takala et al., 2008) y sorting nexin 17 (Bottcher et al.,
2012). Una vez se produce la union de kindlin y talina a las integrinas, estos complejos
tienen una vida media corta, pudiendo estabilizarse tras la union de la integrina a sus
ligandos extracelulares (Alon, 2010).

En estudios detallados de la contribucion de kindlin-3 en la migracion y adhesion
de las poblaciones celulares linfoides, se ha demostrado que es esencial en el refuerzo de
la adhesion de células T especialmente via aL32, pero no en la activacion de estas células
ni en la extravasacion de las mismas (Morrison et al., 2013; Cohen et al., 2013; Moretti
et al., 2013). Kindlin-3 también juega un papel determinante en el homing linfocitario
hacia NL mediante activacién de integrinas 32 (Morrison et al., 2013).

Los ratones deficientes para kindlin-3 mueren pronto tras nacer debido a
hemorragias severas, anemia, leucocitosis, pérdida de células madre y progenitoras
hematopoyéticas en la MO, y osteoporosis (Rognoni et al., 2016; Ruppert et al., 2015;
Schmidt et al., 2011; Moser et al., 2009; Moser et al., 2008). Esto, junto con los defectos
en la adhesién leucocitaria, son distintivos de la deficiencia de adhesién leucocitaria de
tipo III (LAD III), para la que se ha descrito una pérdida de expresion de kindlin-3
(Rognoni et al., 2016; Kuijpers et al., 2009; Malinin et al., 2009; Svensson et al., 2009;
Mory et al., 2008).
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ICAP-1

ICAP-1 compite con talina y kindlin por la unién al dominio intracelular de
integrinas 1, lo que se traduce en una regulacion negativa de la activacion de estas
integrinas (Bouvard et al., 2007; Zhang & Hemler, 1999; Chang et al., 1997). En esta
Tesis hemos caracterizado el posible papel de ICAP-1 en la regulacion de la adhesién
mediada por la integrina a4f31, asi como su potencial implicacién en procesos de
diferenciacion del sistema inmune.

Integrin cytoplasmic domain-associated protein-1 (también conocido como
integrin beta 1 binding protein 1, ITGB1BP1) se expresa ubicuamente, y se ha detectado
su presencia tanto en el citoplasma como en el nticleo. En humanos, ICAP-1 se expresa
en dos isoformas tras splicing alternativo: la isoforma ICAP-1a, de 200 aminodacidos, y
una isoforma de menor tamafio llamada ICAP-1f3, de 150 aminoacidos (Chang et al.,
1997). ICAP-1a posee un dominio PTB que permite su interacciéon con un residuo de
valina presente en el extremo 5’ del motivo NPxY de la subunidad B1 (Figura 7) (Liu et
al., 2013; Bouvard et al., 2006; Chang et al., 2002; Zhang & Hemler, 1999; Chang et al.,
1997). Por el contrario, ICAP-1f3 carece de dicho dominio, por lo que no puede unirse a
dicha subunidad. En el presente trabajo, hemos centrado nuestra atencion en el estudio de
la isoforma ICAP-1q, a la que nos referiremos desde ahora como ICAP-1. El extremo N-
terminal de ICAP-1 presenta sitios de fosforilacién para quinasas como PKC, PKA/PKG,
PAKs y CaMKIL Durante la adhesiéon celular, ICAP-1 es fosforilado por CaMKII,
provocando la apertura de la proteina y la exposicién del dominio PTB, el cual puede
unirse a la subunidad (31 e inducir la inactivacién de las integrinas 1 (Figura 7) (Millon-
Fremillon et al., 2013).
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Figura 7. Estructura de ICAP-1. La regiéon amino-terminal es rica en serinas y treoninas, presentando
multiples sitios de fosforilacion para diferentes quinasas. En esta regién se encuentra a su vez una secuencia
de localizacion nuclear (NLS). La region carboxilo-terminal contiene el dominio de unién a la subunidad
1 (Millon-Fremillon et al., 2013; Bouvard et al., 2006; Fournier et al., 2005; Zhang & Hemler, 1999).
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En las adhesiones focales (AF), lugar de clustering de integrinas, proteinas de
citoesqueleto y adaptadoras, no se detecta la expresién de ICAP-1. Cuando se sobre-
expresa ICAP-1, las AF se desorganizan y desaparecen, aumentando la movilidad celular,
lo que sugiere un papel inhibitorio de ICAP-1 en la adhesion mediada por integrinas 31,
probablemente al interferir con la unién de talina a 1 (Bouvard et al., 2003).

El dominio PTB de ICAP-1 es asimismo reconocido por KRIT1 (Krev interaction
trapped 1 o CCM1), lo que provoca una aparente competicién entre KRIT y 31 por la
union a ICAP-1. Cuando KRIT se une a ICAP-1 lo secuestra, impidiendo su union a la
integrina, facilitando de este modo la interaccion de talina con la subunidad 31 y posterior
activacion de las integrinas 31 (Calderwood et al., 2013; Liu et al., 2013). Ademas, la
union entre ICAP-1 y KRIT1 facilita la presentacién de sitios de localizacién nuclear
(NLS) presentes en ambas moléculas, promoviendo la translocacion de ICAP-1 del
citosol al nticleo (Draheim et al., 2017; Fournier et al., 2005). La localizacion nuclear de
ICAP-1 parece depender de los niveles de expresién de integrinas 1, dado que cuando
se sobre-expresan dichas integrinas se reduce la localizacién nuclear de ICAP-1,
sugiriendo que B1 secuestraria a ICAP-1 en el citoplasma (Fournier et al., 2005).
Adicionalmente, la expresion de ICAP-1 ha sido asociada con estimulacion de
proliferacién celular dependiente de su localizacion nuclear, observandose que ICAP-1
es capaz de activar a c-Myc in vitro (Fournier et al., 2005).

ICAP-1 puede unirse asimismo a las GTPasas Cdc42 y Racl, pudiendo actuar
como un Guanine Dissociation Inhibitor al inhibir el intercambio de GDP por GTP,
manteniendo las GTPasas en la conformacion inactiva unida a GDP (Degani et al., 2002).
Cuando se sobre-expresa ICAP-1, se observa un defecto en el spreading celular, lo que
podria deberse a la reduccién en la actividad de Racl y Cdc42 (Bouvard et al., 2003;
Degani et al., 2002).

Los ratones deficientes en ICAP-1 muestran letalidad perinatal, ademas de una
deficiencia en el proceso de osteoblastogénesis. Asimismo, se observo un retraso en la
formacién de estructuras 6seas debido a una reduccién de la proliferaciéon de los
osteoblastos, asi como a un retraso en el proceso de mineralizacion ésea (Bouvard et al.,
2007). Otras alteraciones descritas para los ratones carentes de ICAP-1, fueron la
disminucion del tamafio de los ratones y un dimorfismo craneofacial, consecuencias de
la disfuncion en el programa de osteoblastogénesis (Bouvard et al., 2007).
Adicionalmente, los osteoblastos de los ratones knockout (KO) para ICAP-1 mostraron
un aumento de la activacion de integrinas 1 en comparacion con ratones control
(Bouvard et al., 2007).

La integrina a4p1

a4f31, también conocida como Very Late Antigen-4 (VLA-4), se expresa en
progenitores hematopoyéticos de MO, en linfocitos, mastocitos, baséfilos, monocitos y
macrofagos, en células dendriticas y NK, en neutréfilos y eosinéfilos (Rose et al., 2007;
Rose et al., 2002; Lobb & Hemler, 1994). Adicionalmente, se expresa en células de la

32



INTRODUCCION

cresta neural (Kirby & Hutson, 2010; P Tucker, 2004) y en melanoma (Klemke et al.,
2007; Makarem et al., 1994; Bednarczyk & MclIntyre, 1992).

a4B1 desempefla un papel crucial en la vigilancia inmunitaria al controlar el
trafico leucocitario, participando en la adhesién y extravasacion de linfocitos a sitios de
inflamacion, y coopera con la integrina aL2 en la migracion linfocitaria a 6rganos
linfoides secundarios (Rose et al., 2007; Laudanna & Alon, 2006; Rose et al., 2002).
Durante la hematopoyesis en la MO, o431 contribuye a la generacién de progenitores
linfoides (Arroyo et al., 2000; Arroyo et al., 1996), regulando su adhesién al estroma
medular (Teixid6 et al., 1992; Simmons et al., 1992; Ryan et al., 1991). También es
relevante en patologias inflamatorias como la esclerosis multiple (Luster et al., 2005), y
en neoplasias hematolégicas como en el caso del mieloma multiple o la leucemia
linfocitica cronica de células B (Martinez-Moreno et al., 2016; Garcia-Bernal et al., 2013;
Ugarte-Berzal et al., 2012; Hartmann et al., 2009; Pleyer et al., 2009; Redondo-Munoz
et al., 2006; Mori et al., 2004; Sanz-Rodriguez et al., 1999; Lokhorst et al., 1994).

La delecion de a4 conlleva la mortalidad de los ratones al implicar defectos en la
placenta y en el corazén (Yang et al., 1995). En modelos de ratén en los que a4f31 se
expresa de forma condicional en el sistema hematopoyético, se determin6 que su ausencia
no afectaba a la linfopoyesis y mielopoyesis, si bien alteraba el nimero y distribucién de
progenitores hematopoyéticos al afectar a la transmigracién de los mismos (Bungartz et
al., 2006; Gribi et al., 2006; Scott et al., 2003). Sin embargo, el estudio con ratones KO
para o4 determiné que o431 era requerida tan solo durante estadios fetales y neonatales
del desarrollo durante el comienzo en la produccién de las HSCs (Gribi et al., 2006), un
proceso esencial para la posterior produccion de los distintos linajes hematopoyéticos.
Por otro lado, utilizando ratones quiméricos para la expresion de a4, se observé que o431
no parecia desenvolver un papel relevante en la timopoyesis durante el desarrollo
embrionario (Arroyo et al., 2000).

Los principales ligandos para a4p1 son VCAM-1 y la fibronectina (Figura 8)
(Rose et al., 2002).
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Figura 8. Estructura de VCAM-1 y fibronectina, ligandos para a4p1. (A) Se muestra la forma de 8
dominios de tipo Ig de VCAM-1. Los dominios de interaccion con la integrina a4f1 son el 1 y el 4. (B)
Esquema representativo de los dominios estructurales de la fibronectina. En el extremo carboxilo-terminal
se encuentra el dominio ITIICS que integra el motivo CS-1 de alta afinidad para la interaccién con a4f1.

VCAM-1

VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) es una glicoproteina de membrana
perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas, y que esta formada por 8
repeticiones de dominios tipo inmunoglobulina, aunque pueden aparecer variantes de 3,
6, y 7 dominios de este tipo, segin determine el splicing alternativo. Dos de estos
dominios, el 1 y el 4, son los responsables de la unién a a4f31 (Figura 8A) (Osborn et al.,
1992; Polte et al., 1990; Osborn et al., 1989).

VCAM-1 se expresa en células endoteliales, en la microvasculatura medular y en
células estromales de la MO, en macrofagos del bazo y en células dendriticas, asi como
en células epiteliales de la corteza y de la zona cortico-medular del timo (Salomon et al.,
1997; Castro et al., 1997; Jacobsen et al., 1996; Osborn et al., 1989). La expresion de
VCAM-1 es inducida por diferentes citoquinas, entre las que se incluyen TNF-«, IL-1,
IL-4 e IL-13 (Sironi et al., 1994; Neish et al., 1992; Swerlick et al., 1992; Osborn et al.,
1992; Osborn et al., 1989).

La delecién homocigota de VCAM-1 es letal durante la embriogénesis (Gurtner
et al., 1995). En ratones con delecion condicional de VCAM-1 en células
hematopoyéticas y en células endoteliales, se detect6 una reduccion de la poblacién de
células B inmaduras presentes en la MO, mientras que en sangre periférica se observé un
aumento de los niveles de esta poblacion celular (Koni et al., 2001). Ademas, el
reclutamiento de células T y B maduras a la MO es menor en los ratones condicionales
para VCAM-1 (Koni et al., 2001). Estos datos, junto con otros estudios, fueron
determinantes para concluir que VCAM-1 desarrollaba un papel relevante durante la
migracion linfocitaria hacia la MO asi como en la produccién y desarrollo de células B,
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al afectar a la movilizacién de las mismas (Koni et al., 2001; Mazo et al., 1998; Koopman
et al., 1994; Miyake et al., 1991; Koopman et al., 1991).

En diferentes patologias como la esclerosis multiple, la artritis reumatoide, la
aterogénesis, el asma, la apendicitis y la dermatitis, se observa un aumento en la expresion
de VCAM-1. Se ha propuesto que dicho aumento podria facilitar el reclutamiento y
retencion de leucocitos en el tejido inflamado de manera exacerbada mediante adhesion
dependiente de a4f31 (Carter et al., 2001; liyama et al., 1999; Baron et al., 1993).

Aunque la interaccion o4f31/VCAM-1 puede participar en el rolling de los
leucocitos sobre el endotelio vascular, destaca notablemente su papel en la adhesion
estable de estas células al endotelio, lo que constituye un factor critico en el inicio de la
extravasacién leucocitaria tanto en condiciones fisiolégicas como durante procesos
inflamatorios y autoinmunes (Rose et al., 2002).

Fibronectina

La fibronectina (FN) es una glicoproteina secretada por multiples tipos celulares
y que esta presente en la MEC, detectdndose asimismo en forma soluble en plasma
(Pankov & Yamada, 2002). Tras splicing alternativo se originan dos cadenas
polipeptidicas A y B de la FN que interaccionan entre ellas a través de puentes disulfuro
en sus extremos carboxilo-terminales. A lo largo de la molécula de FN existen dominios
estructurales y funcionales que participan en la unién a macromoléculas presentes en la
MEC como la fibrina, heparina y proteoglicanos, y a receptores de adhesion celular
(Figura 8B). La FN interacciona con a4f31 a través de varios dominios siendo el de mayor
afinidad el denominado IIICS que contiene la region CS-1 y se localiza en el extremo
carboxilo-terminal de la molécula (Figura 8B) (Garcia-Pardo & Ferreira, 1990; Guan &
Hynes, 1990; Wayner et al., 1989). a431 también reconoce los dominios Hep I y Hep III
presentes en la FN (Figura 8B) (Moyano et al., 1997). Cuando la integrina a4f31 se
encuentra en su conformacion activa es capaz de reconocer la secuencia RGD, situada en
el dominio central de la FN (Sanchez-Aparicio et al., 1994) que asimismo interacciona
con las integrinas a5B1 y aV[3 (Sanchez-Aparicio et al., 1994). Durante el desarrollo de
este trabajo se ha utilizado el fragmento recombinante FN-H89 (Mould et al., 1994),
denominado como CS-1/FN en la presente Tesis Doctoral, el cual contiene la region CS-
1 de la fibronectina.

Las quimioquinas y sus receptores

Las moléculas quimioatrayentes son esenciales en procesos de inflamacion, vigilancia
inmunitaria y desarrollo, asi como en procesos tumorales. Las quimioquinas constituyen
una familia de citoquinas de bajo peso molecular, inicialmente descritas como mediadoras
del trafico de poblaciones leucocitarias (Lopez-Cotarelo et al., 2017; Schulz et al., 2016;
Griffith et al., 2014; Zlotnik & Yoshie, 2012; Proudfoot, 2002; Gerard & Rollins, 2001;
Rossi & Zlotnik, 2000). Asimismo, pueden influir en el transito de otros tipos celulares,
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y participar en la angiogénesis (Belperio et al., 2000; Campbell et al., 1998), en la
hematopoyesis (Lim et al., 2017), en el desarrollo del sistema nervioso (Campbell et al.,
1998), en enfermedades autoinmunes e incluso durante la invasion y metastasis de células
tumorales (Robledo et al., 2001; Gerard & Rollins, 2001; Rossi & Zlotnik, 2000). Las
quimioquinas promueven sefializacién celular que se traduce en activacion y estimulacién
de la adhesion celular mediada por integrinas (Mellado et al., 2001; Hidalgo et al., 2001;
Grabovsky et al., 2000; von Andrian & Mackay, 2000; Peled et al., 2000; Sallusto et al.,
1998; Campbell et al.,, 1998). Asimismo, tienen una funcién importante en la
diferenciacion de los linfocitos T y en la modulacién de la respuesta Th1/Th2 (Sallusto et
al., 1998).

Las quimioquinas presentan cuatro residuos de cisteinas altamente conservados
en el extremo amino-terminal. La primera y la tercera cisteina, asi como la segunda y la
cuarta, se unen entre si mediante un puente disulfuro, y la posicion relativa de las cisteinas
préximas al extremo amino-terminal sirve para clasificar a las quimioquinas en cuatro
familias: C, CC, CXC y CX3C. En el grupo de quimioquinas CC, sus componentes
muestran las cisteinas de manera contigua; en el grupo CXC, aparece un aminoacido entre
ambas cisteinas, mientras que en el grupo CX3C hay tres aminoacidos entre las cisteinas;
finalmente, en el grupo C aparece un sélo residuo de cisteina (Zlotnik & Yoshie, 2012;
Zlotnik & Yoshie, 2000; Rossi & Zlotnik, 2000).

Actualmente, existe otra clasificaciéon que se basa en el tipo de funcion ejercida
por las quimioquinas diferenciando entre quimioquinas inflamatorias o inducibles,
quimioquinas homeostaticas y quimioquinas con funcion dual. Las primeras aumentan su
expresion durante procesos inflamatorios, e inducen el reclutamiento leucocitario a sitios
de inflamacion. Mediadores inflamatorios como el TNF-a o el IFN-y, promueven la
expresion de estas quimioquinas. El segundo grupo de quimioquinas se expresa de
manera constitutiva en érganos linfoides, y participan en la migracion homeostatica de
distintos tipos celulares a nivel basal, contribuyendo al correcto funcionamiento del
sistema inmune (Zlotnik & Yoshie, 2012; Allen et al., 2007). Las quimioquinas de dicho
grupo estan implicadas en el trafico de linfocitos T y B a través de areas especializadas
de los érganos linfoides secundarios y durante procesos de vigilancia inmunitaria en
zonas expuestas constantemente al medio externo, como pueden ser los pulmones, la piel
o0 la mucosa intestinal. Las quimioquinas con funcion dual deben su nombre a que algunas
de ellas que se expresan constitutivamente pueden ver regulada su expresién por
estimulos dependiendo del contexto biologico o patologico (Griffith et al., 2014; Zlotnik
& Yoshie, 2012).

Una caracteristica de las quimioquinas y sus receptores es su promiscuidad, de
modo que una misma quimioquina puede unirse a diferentes receptores, y un mismo
receptor puede transducir sefiales concretas procedentes de diferentes quimioquinas,
aunque siempre manteniendo la especificidad por la familia. Esto genera una elevada
capacidad regulatoria de las quimioquinas sobre diferentes poblaciones celulares, aunque
estas moléculas pueden mostrar especificidad tisular (Zlotnik & Yoshie, 2012). Las
quimioquinas interaccionan asimismo con glicosaminoglicanos (GAGs), los cuales
pueden estar unidos a proteinas presentes en la superficie celular o formando parte de la
MEC (Kufareva et al., 2015). Esta interaccién conlleva la retencion de quimioquinas en
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la superficie de vasos sanguineos pertenecientes a 6rganos linfoides secundarios (high
endotelial venules, HEV), un evento esencial para que los linfocitos puedan migrar desde
la sangre a estos tejidos linfoides. A su vez, los GAGs también contribuyen a la
generacion de gradientes de quimioquinas que permiten la correcta migracion leucocitaria
(Schumann et al., 2010; Allen et al., 2007).

Las quimioquinas se unen a receptores de membrana acoplados a GPCRs. Estos
receptores poseen siete dominios transmembrana, de modo que para la union con las
quimioquinas interviene el dominio amino-terminal y tres bucles extracelulares, mientras
que el extremo carboxilo-terminal y bucles intracelulares acttian como acopladores de
moléculas transductoras de sefial (Allen et al., 2007; Proudfoot, 2002; Murdoch & Finn,
2000).

Cuando una quimioquina interacciona con su receptor se produce un cambio
conformacional en la region intracelular del mismo que desencadena una sefializacion
que incluye diversas vias implicadas en la activacion celular. Los cambios en la
conformacién del receptor favorecen el intercambio de GDP por GTP por parte de las
proteinas G heterotriméricas (Gafy). Cuando el receptor se activa, la subunidad Ga se
disocia de Gfy, y ambas proteinas actian sobre sus moléculas efectoras respectivas de
manera independiente. La actividad GTPasa intrinseca de la subunidad Ga limita la
activacién de las proteinas G, dado que la hidrélisis de GTP causa la re-asociacién de
GDP-Ga con Gfy, de manera que la sefializacién finaliza (Oldham & Hamm, 2008;
Neves et al., 2002).

Existen diferentes subunidades Ga (Gas, Gati, Gog y Gai2/13) que pueden acoplarse
a los receptores de las quimioquinas (Pierce et al., 2002; Julia Marinissen & Gutkind,
2001), lo que se traduce en la activacién de distintas rutas de sefializacién tales como
Jak/STAT, las MAP quinasas, la via PI3K/Akt, y la estimulacién de miembros de la
familia de las Rho-GTPasas (Figura 9) (Mellado et al., 2001; Vicente-Manzanares et al.,
1999).
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Figura 9. Vias de seiializacién intracelular estimuladas por la interaccién quimioquina-receptor. Se
muestra el ejemplo de la unién entre la quimioquina CXCL12 y su receptor CXCR4. Dicha unién activa
diferentes vias de sefializacién intracelulares entre las que destacan PI3K-Akt-mTOR, Jak-STAT, Ras-
MAPK y PLC, mientras que se bloquea la adenilato ciclasa y la producciéon de cAMP. Esta regulacion
afecta a la migracion, proliferacion y supervivencia celular, asi como a la expresion génica. Las quinasas
asociadas a los receptores acoplados a proteinas G (GRKs), tras la unién con f-arrestina, desensibilizan el
receptor al promover su internalizaciéon (Teixidé et al., 2018).

La activacién de los receptores de quimioquinas es transitoria, por lo que son
desensibilizados rapidamente y no responden a estimulaciones posteriores. Este proceso
es regulado mediante la fosforilacion de los dominios intracelulares del receptor por parte
de las G-protein associated kinases (GRKs), causando la union de -arrestinas a estos
receptores fosforilados, lo que provoca su internalizacion y degradacion en los lisosomas
(Figura 9) (Shenoy & Lefkowitz, 2011). Se ha demostrado asimismo que la
homodimerizacion o heterodimerizacion dinamica de los receptores de quimioquinas
puede aumentar la sensibilidad de los mismos y ampliar las respuestas dependientes de
quimioquinas (Martinez-Munoz et al., 2018; Mellado et al., 2001).

CXCL12/CXCR4

CXCL12, también denominada Stromal cell-Derived Factor-1 (SDF-1), pertenece
a la familia CXC de las quimioquinas y esta altamente conservada entre las especies
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murina y humana (Crump et al., 1997). Se han descrito diferentes isoformas de CXCL12
resultado de splicing alternativo, si bien las principales son la o y la B. La isoforma con
la que hemos desarrollado este trabajo es CXCL12q, la cual se expresa abundantemente
en médula 6sea, asi como en timo y ganglios linfaticos, en pulmon, higado, rifiones,
encéfalo, piel e intestino delgado (Yu et al., 2006; Sugiyama et al., 2006; Shirozu et al.,
1995). Desde ahora denominaremos como CXCL12 a la isoforma a. CXCL12 tiene un
papel importante en la homeostasis del sistema inmune, puesto que actia como
quimioatrayente de linfocitos naive y de células memoria B y T, de monocitos y de
precursores hematopoyéticos (Teixidé et al., 2018; Pawig et al., 2015). Asimismo, regula
la cardiogénesis, neurogénesis y la metastasis tumoral. Al igual que otras quimioquinas,
CXCL12 puede ser secuestrada por glicosaminoglicanos presentes en las superficies
endoteliales, facilitando gradientes de la quimioquina que estimulan la diapédesis
leucocitaria (Netelenbos et al., 2003; Amara et al., 1999).

CXCL12 se expresa constitutivamente, pero su expresion puede ser inhibida por
TGF-B1 en células estromales de MO, lo que afecta la adhesion y la migracién de
precursores hematopoyéticos y de células de mieloma multiple (MM) (Wright et al.,
2003). IL-1B y TNF-a causan asimismo una reducciéon en la expresiéon de esta
quimioquina, lo que se ha relacionado con la movilizacion de células B y con un aumento
de la poblacién granulocitica (Ueda et al., 2004). De manera opuesta, otros agentes como
el G-CSF aumentan la expresion de CXCL12 de forma transitoria en osteoblastos de MO
y en bazo (Petit et al., 2002).

CXCR4 es el principal receptor de CXCL12, dado su papel clave durante el
desarrollo neural, la hematopoyesis y la vigilancia inmunitaria, de modo similar a los
procesos regulados por dicha quimioquina. CXCR4 se expresa en linfocitos T y B,
progenitores hematopoyéticos, células endoteliales, y en monocitos y macréfagos, entre
otros tipos celulares (Gupta et al., 1998; Bleul et al., 1996; Oberlin et al., 1996). Su
implicacién en procesos tumorales ha sido ampliamente caracterizada, y se ha propuesto
en multiples ocasiones como diana terapéutica (Teixid6 et al., 2018; Bartolome et al.,
2004; Balkwill, 2004; Epstein, 2004; Robledo et al., 2001; Muller et al., 2001). CXCR4
se une inicialmente a los residuos 12-17 de la regién amino-terminal de CXCL12, lo que
se traduce en un cambio conformacional del receptor, el cual interacciona posteriormente
con los residuos 1-8 N-terminales de la quimioquina, de los cuales los residuos 1 (Lys) y
2 (Pro) estan directamente involucrados en la activacion de CXCR4 (Crump et al., 1997).
Tras la interaccion CXCL12/CXCR4 se activa la maquinaria intracelular que permite la
union de proteinas G heterotriméricas a dicho receptor, estimulando numerosas vias de
sefializacién que regulan la migracion, y la viabilidad y proliferacion celular (ver Figura
9) (Teixido et al., 2018; Mellado et al., 2001). Dicha interaccion controla asimismo la
distribucion celular de diversos componentes de las adhesiones focales, e induce la
reorganizacion del citoesqueleto de actina (Garcia-Bernal et al., 2005; Bartolome et al.,
2004; Mellado et al., 2001). El eje CXCL12/CXCR4 regula la capacidad adhesiva de
integrinas a4f1, aLf2 y a437 mediante sefializacion inside-out, influyendo de este modo
en la migracién y la extravasacion leucocitaria (Wright et al., 2003; Hidalgo et al., 2001;
Grabovsky et al., 2000; von Andrian & Mackay, 2000).
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Los ratones knockout para CXCL12 o CXCR4 presentan letalidad durante el
desarrollo embrionario al mostrar una vascularizacién defectuosa del tracto
gastrointestinal y una formacién errénea del tabique cardiaco y el cerebelo (Tachibana et
al., 1998; Zou et al., 1998; Nagasawa et al., 1996). También han sido descritos defectos
en la generacién de linfocitos de linaje B y de la poblacién mieloide, al afectar a la
distribucion y colonizacion de la MO por progenitores hematopoyéticos (Teixido et al.,
2018; Ara et al., 2003; Kawabata et al., 1999; Ma et al., 1998).

Si bien CXCR4 constituye el receptor principal para CXCL12, CXCR7 (también
denominado ACKR3) se ha descrito como otro receptor capaz de interaccionar con
CXCL12. Inicialmente se clasifico CXCR7 como receptor atipico o decoy receptor, con
capacidad de secuestro de CXCL12 sin desencadenar una sefializacién. Sin embargo, se
ha demostrado que CXCR?7 puede sefializar a través de la ruta de las MAP quinasas
(Graham et al., 2012; Maksym et al., 2009). Adicionalmente, se ha demostrado
recientemente que MIF (macrophage migration inhibitory factor) puede unirse a CXCR4,
lo que se traduce en activacién del receptor, quimiotéxis y adhesién de linfocitos T
(Bernhagen et al., 2007).
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Il. EL MIELOMA MULTIPLE Y RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA

El MM es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la acumulacion de
linfocitos B maduros, conocidos también como células plasmaticas, malignos en la MO.
La colonizacion multifocal de la MO por parte de las células tumorales afecta la
hematopoyesis de los pacientes con MM, provocando anemia, inmunodeficiencias y
lesiones 6seas, y, posteriormente, enfermedad renal e hipercalcemia (Pawlyn & Morgan,
2017; Bianchi & Munshi, 2015; Kuehl & Bergsagel, 2012; Anderson & Carrasco, 2011).
En Estados Unidos y Europa, el MM constituye el segundo tumor hematolégico mas
frecuente, con una incidencia de 6/100000, y representa mas del 1% del total de procesos
cancerigenos (Moreau et al., 2015; Bianchi et al., 2012). Segun la American Cancer
Society, en Estados Unidos se diagnosticaran mas de 32000 nuevos casos de MM en el
transcurso de 2019, y casi 13000 personas moriran debido a esta enfermedad. Ademas,
como consecuencia del aumento en la esperanza de vida de la poblaciéon en paises
desarrollados, se estima que la incidencia de esta patologia aumente en los proximos afios
(van Nieuwenhuijzen et al., 2018). Atn con todos los avances conseguidos mediante el
desarrollo de terapias anti-MM, como los inhibidores del proteasoma, agentes
inmunomoduladores, anticuerpos monoclonales, CAR-T cells y trasplante autélogo de
HSCs (Dong & Ghobrial, 2019; Hoyos & Borrello, 2016; Kumar & Anderson, 2016;
Orlowski & Lonial, 2016; Atanackovic et al., 2016), el MM sigue siendo incurable. Esto
hace necesario identificar nuevas dianas terapéuticas, tanto en las células de MM como
en el microambiente tumoral para desarrollar nuevos tratamientos que consigan detener
la progresion de la enfermedad, asi como reducir las respuestas de resistencia a las
terapias contra el MM (Bianchi & Munshi, 2015).

Dado que las células de MM dependen de moléculas de adhesion y receptores de
quimioquinas para su retencion y trafico en la MO, asi como para la progresion de la
enfermedad y respuestas de resistencia, el disefio de terapias dirigidas frente a estas
moléculas constituye una posible alternativa para el tratamiento de dicha neoplasia. Asi,
se estan desarrollando estrategias basadas en anticuerpos monoclonales y CAR-T cells
frente a moléculas implicadas en el trafico de células de MM, como CXCR4, CD44 y
SLAMF1, las cuales pueden aumentar las oportunidades de tratamiento del MM
(Redondo-Muiioz et al., 2019).

Las células plasmaticas y el origen del mieloma multiple

Tras su interaccion con células T, las células B de los centros geminales (CGs) se
activan y proliferan, y parte de la poblacién acaba diferenciandose en células B
plasmaticas de vida corta, las cuales producen y secretan anticuerpos de baja afinidad por
los antigenos (Melchers, 2015; Hardy & Hayakawa, 2001). Otra poblacion de células B
presente en los CGs prolifera activamente y experimenta numerosas rondas de
hipermutaciéon somadtica y recombinacién de las cadenas formadoras de las
inmunoglobulinas (Ig), ademds de cambios en el isotipo y maduracion de la afinidad de
los anticuerpos. Durante estos procesos se pueden producir deleciones o inserciones,
mutaciones puntuales e incluso duplicaciones de los genes de las inmunoglobulinas. Todo
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esto confiere a estas células la capacidad de secretar una elevada variedad de anticuerpos
que hagan frente a una amplia diversidad de antigenos. Tras esta etapa, se generan células
B de memoria y células plasmaticas de vida larga en los CGs. Estas ultimas no son
capaces de proliferar y se caracterizan por secretar una elevada cantidad de anticuerpos.
Finalmente, las células plasmaticas maduras migran mayoritariamente a la MO y se
asientan en nichos ricos en IL-6 producida por el estroma medular, lo que contribuye a
que estas células sobrevivan en dicho ambiente (Melchers, 2015; Hardy & Hayakawa,
2001).

El MM esta considerada como una neoplasia de células plasmaticas post-CG
(Kuehl & Bergsagel, 2012). Se desarrolla frecuentemente precedido de estadios iniciales
asintomaticos sin una clara manifestacion clinica. Estos estadios se conocen como
gammapatia monoclonal de significado incierto (Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance, MGUS) y mieloma latente (Smoldering Multiple Myeloma,
SMM). En una gran parte de los casos, el MGUS progresa a SMM y acaba evolucionando
a MM (Figura 10) (van Nieuwenhuijzen et al., 2018; Moreau et al., 2015; Bianchi &
Munshi, 2015; Kuehl & Bergsagel, 2012; Morgan et al., 2012).

INICIO PROGRESO
Centro germinal (CG) - Médula ésea Sangre periférica

CélulaB LeutI:emla
ost-CG MGUS de células
p plasmaticas

Eventos genéticos primarios:
Translocaciones IGH locus
Hiperdiploidia

Eventos genéticos secundarios:
NUmero anormal de copias
Hipometilacion del DNA
Mutaciones

Figura 10. Inicio y progresion del mieloma. EL MGUS y el SMM son estadios asintomaticos previos al
MM. En etapas avanzadas de la enfermedad, las células plasmaticas tumorales dejan de estar confinadas en
la MO y aparecen en periferia. La transiciéon entre estos estadios requiere alteraciones genéticas,
comenzando en las células clonales que conforman el MGUS. Estas variaciones genéticas proporcionan
una ventaja selectiva que promueve la expansién y evolucion clonal de las células de MM hacia estadios
de la enfermedad més avanzados (Morgan et al., 2012).

El MGUS se detecta en un porcentaje de alrededor de un 4% de individuos
mayores de 50 afios, y presenta una infiltracion menor del 10% de células plasmaticas
malignas en MO. Debido a que dichas células infiltradas proceden de un mismo clon,
éstas son capaces de producir muchas copias de un solo anticuerpo, lo que confiere el
nombre de gammapatia monoclonal a esta etapa. Este anticuerpo se denomina proteina
M o paraproteina, y en esta discrasia se detecta en niveles menores de 3 g/dl en sangre.
El MGUS no siempre acaba desarrollandose en MM (Bianchi & Munshi, 2015; Morgan

42



INTRODUCCION

et al.,, 2012). E1 SMM aparece con una infiltracién entre el 10 y el 60% de células
plasmaticas clonales en médula, pero continta siendo asintomatico, si bien el riesgo de
desarrollar MM aumenta considerablemente (Bianchi & Munshi, 2015; Rajkumar et al.,
2015; Morgan et al., 2012).

La clasificacion mas frecuente en MM se basa en los subtipos hiperdiploide y no-
hiperdiploide (Morgan et al., 2012; Fonseca et al., 2009). El MM hiperdiploide tiene
mejor pronoéstico que el no-hiperdiploide, y se caracteriza por la presencia de trisomias
en cromosomas impares. E| MM no-hiperdiploide esta asociado principalmente con
translocaciones de la cadena IgH y monosomias en los cromosomas 8, 13, 14, 16, 17 y
22. Un rasgo comun en el MM es la presencia de mutaciones en genes que actian como
supresores tumorales (Morgan et al., 2012; Anderson & Carrasco, 2011). Las primeras
alteraciones génicas pueden aparecer en los ciclos de hipermutacion somatica, cambio de
isotipo y translocaciones que afecten al locus de la IGH. También puede verse afectada
la compleja maquinaria transcripcional que regula la diferenciacion de las células
plasmaticas. Factores de transcripcion como BLIMP1 y XBP-1 son esenciales para la
supervivencia de las células plasmaticas, y diversos estudios han detectado un aumento
de su expresion en lineas celulares de MM asi como en muestras procedentes de pacientes
con MM (Prideaux et al., 2014; Iwakoshi et al., 2003; Davies et al., 2003). Otros cambios
observados son de indole epigenética, como alteraciones en el patrén de metilaciéon de
distintos genes, y se producen asimismo variaciones en la expresion de micro-RNAs
(miRs) (Ohguchi et al., 2018; Bianchi & Munshi, 2015; Morgan et al., 2012; Roccaro et
al., 2009; Pichiorri et al., 2008). La transicion MGUS-MM incluye aberraciones
citogenéticas o mutaciones en genes codificantes para proteinas de las vias de
sefializacion de las MAP quinasas, de NF-kB, del ciclo celular como ciclina D1, de
respuesta a dafio en el DNA, asi como en c-Myc y RB1 (van Nieuwenhuijzen et al., 2018;
Morgan et al., 2012). También se han descrito mutaciones que afectan a la expresion de
proteinas supresoras tumorales como p53 y PTEN (Pawlyn & Morgan, 2017; Bianchi &
Munshi, 2015; Morgan et al., 2012).

Mientras que en el MM la proliferacion de las células tumorales ocurre en
diferentes nichos de la MO, en los plasmacitomas tiene lugar una proliferaciéon celular
incontrolada en lugares concretos de tejidos blandos o en puntos del esqueleto axial
(Ghobrial, 2012). Los pacientes con plasmacitomas desarrollan frecuentemente el MM
(Morgan et al., 2012).

Papel del microambiente medular en el desarrollo del mieloma muiltiple

Durante el desarrollo de la enfermedad, las células de MM establecen un intimo
contacto con componentes celulares, solubles y de MEC del microambiente medular.
Dicho microambiente esta formado por dos elementos principales: el elemento endosteal
y el elemento vascular (Tripodo et al., 2011; Nagasawa et al., 2011). El elemento
endosteal esta formado por fibroblastos y osteoblastos, y constituye el nicho donde se
localizan células HSCs renovando el sistema hematopoyético. El elemento vascular se
compone por células endoteliales y células reticulares, asi como de musculo liso, y
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transmite sefiales de maduracién y activacion a las células HSPCs que han entrado en
programas de diferenciacién hacia diferentes linajes hematopoyéticos. A su vez, este
nicho es también esencial en la regulacion de los procesos de intravasacion y
extravasacion celular al ambiente medular (Tripodo et al., 2011). Los macréfagos y
adipocitos forman parte asimismo del microambiente medular, siendo esenciales para la
hematopoyesis. Todo este microambiente proporciona a las células de MM sefales que
estimulan su proliferacion, supervivencia y resistencia a quimioterapia (Bianchi &
Munshi, 2015; Kawano et al., 2015; Anderson & Carrasco, 2011).

Las células plasmaticas malignas utilizan moléculas de adhesion para
interaccionar con las células estromales del microambiente medular (Bone Marrow
Stromal Cells, BMSCs) “educandolas” para que secreten proteinas que favorezcan el
progreso del MM, asi como la diseminacion a otros tejidos en estadios mas avanzados de
la enfermedad. De esta manera, las células neoplésicas afectan al microambiente en
provecho propio (Tripodo et al., 2011; Mendez-Ferrer et al., 2010; Zheng et al., 2009;
Wilson & Trumpp, 2006). Las citoquinas mas relevantes secretadas por las BMSCs en el
MM son la IL-6, HGF e IGF (Mitsiades et al., 2006; Vanderkerken et al., 1999; Chauhan
et al., 1996; Borset et al., 1996). Las células del microambiente celular también son
capaces de estimular la expresion de proteinas antiapoptéticas, como Mcl-1, y chaperonas
por parte de las células plasmaticas tumorales, lo que favorece la supervivencia de las
mismas (Gupta et al., 2017). El resultado de la interaccién de las células de MM con el
microambiente de la MO es la activacion de diferentes rutas de sefializacion en las células
de MM, como las vias de las MAP quinasas, PI3K/Akt, Jak/STAT3, NF-kB y Wnt (Kuehl
& Bergsagel, 2012; Anderson & Carrasco, 2011; Hideshima et al., 2007). Con todo ello,
el estudio de la activacion de estas rutas ha identificado multiples dianas para el disefio
de drogas tanto frente a las células de MM como a componentes del microambiente
medular, lo que sefiala la importancia clinica de este componente en la progresion del
MM (Podar, 2012).

La identificacién y caracterizacion funcional de moléculas requeridas para el
trafico de las células de MM es vital para profundizar en los mecanismos que regulan la
supervivencia, proliferacién y resistencia de estas células. Uno de los mecanismos de
resistencia a diferentes tratamientos frente al MM es el conocido como “Cell Adhesion-
Mediated Drug Resistance” o CAM-DR, el cual surge como consecuencia de la adhesion
de las células tumorales al estroma medular, lo que contribuye a la supervivencia y
proliferacion de estas células (Figura 11) (Waldschmidt et al., 2017; Di Marzo et al.,
2016; Noborio-Hatano et al., 2009; Meads et al., 2008; Landowski et al., 2003;
Hazlehurst et al., 2000; Damiano et al., 1999). Cuando las células de MM dejan de
depender del ambiente medular para su supervivencia y proliferacion, salen al torrente
sanguineo diseminandose a otros érganos y tejidos. Esta etapa extramedular del MM se
conoce como Plasma Cell Leukaemia (Figura 10) (Mina et al., 2017).
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Implicacion de la integrina a4f1 en el trafico de las células de MM

Las células de MM migran y se localizan en distintos nichos de la MO. En este
proceso son fundamentales las sefiales quimiotacticas, entre las que destaca el CXCL12,
y moléculas de adhesién, especialmente a4f31. Ambas moléculas facilitan la interaccion
entre las células tumorales y el microambiente medular, favoreciendo la proliferacion de
las células de MM vy su resistencia a terapias anti-MM (Ghobrial, 2012; Anderson &
Carrasco, 2011; Hideshima et al., 2007; Wright et al., 2003; Sanz-Rodriguez et al., 2001).
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Figura 11. a4l y CAM-DR en MM. La adhesion entre células de MM y el microambiente medular
dependiente de la integrina a4f1 y de CXCL12 otorga a las células de MM una ventaja proliferativa y de
supervivencia, promoviendo la progresion del MM y protegiendo a las células tumorales frente a agentes
terapéuticos.

La integrina o431 juega un papel crucial en la adhesion de las células de MM a la
microvasculatura de la MO, asi como en la posterior adhesion a las BMSCs (Redondo-
Mufioz et al., 2019; Martinez-Moreno et al., 2016; Garcia-Bernal et al., 2013). Ademas,
esta integrina juega un papel esencial en la CAM-DR lo que contribuye a resistencia a
quimioterapia (Figura 11) (Noborio-Hatano et al., 2009; Damiano et al., 1999). La
importancia de a4f1 en MM fue demostrada in vivo mediante la utilizaciéon de un
anticuerpo anti-o4 el cual redujo el crecimiento tumoral y la osteolisis asociada (Olson et
al., 2005; Mori et al., 2004). La adhesion de las células de MM dependiente de a4f1 al
estroma medular induce la activacion de la via de las MAP quinasas y de NF-kB, aumenta
la expresion de proteinas que activan el ciclo celular y de proteinas anti-apoptoéticas, y
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promueve la secrecion de IL-6, lo que en conjunto estimula la proliferacion y
supervivencia de las células de MM (Anderson & Carrasco, 2011; Uchiyama et al., 1993).

CXCL12 es producida abundantemente en el microambiente medular y, tras la
union a su receptor CXCR4 en las células de MM, activa a4p1 mediante sefializacion
inside-out, lo que se traduce en un aumento en la interaccion de esta integrina con sus
ligandos presentes en la MO (Sanz-Rodriguez et al., 2001). Esta sefializacién inside-out
favorece la union de talina y de kindlin-3 a la subunidad (1, las cuales cooperan para
estimular la adquisicién de estados de conformacion de alta afinidad de la integrina por
sus ligandos (Martinez-Moreno et al., 2016). El tratamiento del MM con bortezomib
(BTZ), un inhibidor del proteasoma, inhibe el proceso de CAM-DR provocando la
disminucion de la expresion de a4p1 en la superficie de las células de MM (Noborio-
Hatano et al., 2009). Estos datos en conjunto resaltan la importancia de comprender la
regulaciéon de la funcion de a4p1 en MM, asi como el control de su expresion en MM
resistente al tratamiento con BTZ y su posible implicacion en la recaida posterior de la
enfermedad, objetivos de la presente Tesis Doctoral.

Tratamiento del MM

Los tratamientos mas frecuentes del MM incluyen el uso de agentes alquilantes,
como el melphalan, inhibidores del proteasoma (IP), agentes inmunomoduladores,
inhibidores de deacetilasas, anticuerpos monoclonales y el trasplante autélogo de células
stem (Dong & Ghobrial, 2019; Moreau et al., 2017; Hoyos & Borrello, 2016; Kumar &
Anderson, 2016; Orlowski & Lonial, 2016; Nooka et al., 2015; Moreau et al., 2015;
Richardson et al., 2014; Dimopoulos et al., 2013). La eleccion del tratamiento depende,
entre otros factores, del perfil bioquimico y genético de los pacientes, de su edad y de su
estado de salud general. Actualmente, se siguen protocolos de tratamientos combinados
utilizando farmacos incluidos en los grupos mencionados mas arriba, junto con
dexametasona (Nooka et al., 2015; Petrucci et al., 2013).

El tratamiento con IPs constituye uno de los protocolos terapéuticos mas
frecuentes aplicados a pacientes con MM. Entre estos inhibidores se incluye el
bortezomib, el cual fue caracterizado inicialmente como un potente IP, capaz de inducir
apoptosis en células de MM (San Miguel et al., 2008; Hideshima et al., 2007; Adams,
2004; Richardson et al., 2003b; Hideshima et al., 2003; Richardson et al., 2003a; Adams,
2001). Adicionalmente al BTZ, otros dos IP mas recientes son el ixazomib, un analogo
oral del BTZ; y el carfilzomib, cuya accion es irreversible. Estos dos inhibidores fueron
generados para aumentar la eficacia anti-tumoral en comparacién con el BTZ, ademas de
incrementar su nivel de penetracién en los tejidos y disminuir efectos adversos (Nooka et
al., 2015; Chauhan et al., 2011). El efecto beneficioso de los IP se basa en que muestran
una mayor citotoxicidad sobre las células plasmaticas malignas que sobre células
plasmaticas normales (Gandolfi et al., 2017; Kyle & Rajkumar, 2008). Los agentes
inmunomoduladores mas frecuentemente utilizados en MM son la talidomida (Garderet
et al., 2012) y la lenalidomida (Richardson et al., 2014), mientras que los anticuerpos
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monoclonales frente a CD38, CD138 y SLAMF7 muestran asimismo resultados
prometedores contra dicha neoplasia (Nooka et al., 2015).

A pesar de que la utilizacion de todos estos farmacos haya aumentado la tasa de
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global de los pacientes, éstos
presentan frecuentemente resistencia a la terapia recibida, siendo una de las resistencias
mas comunes la que aparece frente al BTZ (Wallington-Beddoe et al., 2018; Migkou et
al., 2018; Robak et al., 2018a).

El proteasoma y su relevancia en MM

El proteasoma es un complejo multienzimético que estd presente tanto en el
citoplasma como en el nticleo de células eucariotas. El proteasoma 26S se forma tras un
proceso dependiente de ATP cuando un nucleo catalitico (20S) se une a dos subunidades
regulatorias (19S) en cada uno de sus extremos (Figura 12) (Collins & Goldberg, 2017;
Ciechanover, 2015). La subunidad 20S se compone de cuatro anillos, dos « y dos [3, en
forma de barril con un tinel central. Tres de las 7 subunidades que componen los anillos
B contienen actividad enzimatica: actividad quimiotripsina (§5), actividad tripsina ($2) y
actividad de tipo caspasa (B1) (Figura 12) (Frankland-Searby & Bhaumik, 2012; Murata
et al., 2009; Arendt & Hochstrasser, 1997). La funcién del proteasoma es la de degradar
proteinas intracelulares implicadas especialmente en la regulacion del ciclo celular,
supervivencia y proliferacion celular, estrés celular, moléculas de adhesion y respuesta
inmune, entre otras (Collins & Goldberg, 2017; Ciechanover, 2015). Especificamente, el
proteasoma se encarga de la eliminacion de proteinas desnaturalizadas, agregadas o que
se han producido de manera defectuosa, y que podrian interferir con el buen
funcionamiento celular (Hershko & Ciechanover, 1998). El proteasoma es el responsable
de la degradacion de entre 80-90% de las proteinas celulares, siendo esencial para el
mantenimiento de la homeostasis celular (Rock et al., 1994).

- Proteasoma 26S
Subunidad 19S
Subunidades a
Subunidad

Subunidad 19S

20S Subunidades B ‘[ Bortezomib
Subunidades a @@

Figura 12. Estructura del proteasoma 26S. Estd formado por un centro catalitico 20S, junto con dos
subunidades 19S regulatorias. En la representacién transversal de los anillos 3 se sefialan las subunidades
B1, B2 y B5, las cuales poseen las actividades cataliticas tipo caspasa, tripsina y quimiotripsina,
respectivamente. E1 BTZ es capaz de inhibir la actividad de la subunidad (35 (Chari et al., 2010).
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Para hacer de este programa degradativo un proceso totalmente coordinado,
rapido y especifico, las proteinas a degradar son marcadas de manera covalente con
cadenas de poli-ubiquitina. De esta forma, estas proteinas quedan sefialadas para su
reconocimiento por las subunidades reguladoras del proteasoma y, posteriormente, seran
desnaturalizadas, en un proceso dependiente de energia, por parte de la subunidad
proteolitica del proteasoma (Inobe & Matouschek, 2014; Tanaka, 2009; Murata et al.,
2009; Hershko & Ciechanover, 1998).

Las células plasmaticas tienen un reticulo endoplasmatico (RE) rugoso muy
desarrollado y una gran cantidad de chaperonas activas, asociado con una elevada
produccion de anticuerpos por segundo (Pelletier et al., 2006). En situaciones normales,
si se produce una acumulacién de proteinas mal plegadas o que se han generado de
manera defectuosa en el RE, se activa la sefializacién por estrés de RE, iniciandose la
respuesta conocida como Unfolded Protein Response (UPR), la cual, si no se revierte,
puede derivar en muerte celular (Hetz et al., 2013; Davenport et al., 2007; Lee et al.,
2003). Cuando se activa la UPR, las proteinas mal plegadas son procesadas por el
proteasoma para evitar la entrada de las células en apoptosis. De este modo, o bien las
chaperonas del complejo pliegan correctamente estas proteinas defectuosas, o bien son
desnaturalizadas y degradadas a través de la actividad catalitica del proteasoma. Como
las células de MM producen enormes cantidades de proteina M, muestran una alta
actividad proteasdmica para evitar la acumulacion de esta proteina defectuosa. Esto las
hace muy sensibles a los IP, de manera que el tratamiento con estos agentes facilita la
entrada de las células de MM en apoptosis al inhibir el mecanismo por el que se
recuperarian de la UPR (Gandolfi et al., 2017; Obeng et al., 2006).

El bortezomib

La compafiia Myogenics fue fundada por Alfred Goldberg en 1993 con el objetivo
de desarrollar IP frente al desgaste muscular o caquexia. Un grupo de enzimologos de
Myogenics desarroll6 los primeros farmacos analogos a substratos para la subunidad con
actividad quimiotripsina del proteasoma, generandose un dipéptido del acido borico
analogo a substratos reconocidos por la subunidad 35, al que se denominé bortezomib
(PS-341, comercialmente conocido como Velcade, C19H2sBN4O4) (Adams et al., 1999).
Este compuesto inhibe la actividad del proteasoma 26S al unirse de manera reversible a
la subunidad (35 del complejo multienzimatico, lo que causa una acumulacién de proteinas
mal plegadas y, consecuentemente, estrés de RE, promoviendo finalmente apoptosis
celular (Figura 12) (Podar, 2012; Lee et al., 2003).

El BTZ fue inicialmente testado en un amplio grupo de lineas celulares tumorales,
mostrando una potente inhibicién de la proliferacién celular (Chari et al., 2010; Adams,
2001). Originalmente, el uso del BTZ en cancer tenia como objetivo inhibir a NF-«kB, el
cual aparece activado en distintos tipos tumorales (Chen et al., 2011; Chari et al., 2010).
En lineas celulares de MM y muestras primarias de MO obtenidas de pacientes con dicha
enfermedad, el BTZ inhibia la proliferacion celular e inducia la apoptosis de las células
de MM, contribuyendo a superar la resistencia a fArmacos por parte del tumor (Chari et
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al., 2010; Hideshima et al., 2003; Hideshima et al., 2001). Posteriormente, en modelos
xenogrdfts en ratones utilizando muestras de plasmacitomas humanos, el BTZ fue capaz
de inhibir el crecimiento tumoral y mejorar la supervivencia de los ratones que recibian
el tratamiento (Chari et al., 2010; LeBlanc et al., 2002). Este farmaco fue aprobado por
la FDA (Food and Drug Administration) en 2003 como tratamiento frente a recaidas del
MM vy al MM refractario, y posteriormente para pacientes a diagnosis o que habian
recibido previamente otro tipo de terapia (Podar, 2012; Chari et al., 2010; Hideshima et
al., 2003). Cuando se compararon los beneficios de administrar BTZ o dexametasona a
pacientes de MM en recaida, se observd una mayor respuesta por parte de los que
recibieron BTZ, ademas de un enlentecimiento en la progresion de la enfermedad y una
supervivencia mayor de los pacientes (Richardson et al., 2014; Richardson et al., 2003b).
Sin embargo, la toxicidad derivada del tratamiento con BTZ result6 ser notoria,
apareciendo casos de neuropatia periférica, pirexia, trombocitopenia, problemas
cardiacos y pulmonares (Richardson et al., 2003a). Actualmente, el BTZ se aplica de
manera combinada con otros agentes quimioterapéuticos, disminuyendo los efectos
secundarios observados y la aparicion de resistencia a la terapia recibida (Orlowski &
Lonial, 2016; Kubiczkova et al., 2014).

Mecanismos de accion del bortezomib

Ademas de promover la respuesta a estrés de RE descrita por Obeng en 2006 en
células de MM, el BTZ afecta a distintas rutas de seflalizacién relacionadas con su
proliferacién y supervivencia, asi como a proteinas reguladoras de ciclo celular y
moléculas de adhesién, lo que se traduce en una reducciéon de la progresion de la
enfermedad. A continuacion, se describen algunos de los efectos del BTZ sobre células
de mieloma (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismos de accién del bortezomib. El tratamiento con BTZ inhibe la actividad del
proteasoma afectando a multiples vias de sefializacién. El BTZ promueve la activacién de JNK, la
estabilizacion de p53, NOXA, Bax, p21, p27 y caveolina-1, y la disminucién en la expresién de moléculas
de adhesion. Asimismo, al no degradarse, IkBa bloquea la via de NF-kB. Toda esto conlleva la inhibicién
de la proliferacion, migracién y angiogénesis en respuesta a BTZ, promoviendo la apoptosis de las células
de MM (Gandolfi et al., 2017; Wright, 2010).

La via de sefializacion NF-kB aparece desregulada en multiples procesos
tumorales, incluido el MM (Matthews et al., 2016; Chapman et al., 2011; Demchenko et
al., 2010; Sunwoo et al., 2001; Cusack et al., 2001). Esto causa la activacion constitutiva
de NF-kB en muchas lineas celulares de MM, y se observa asimismo en muestras de MO
obtenidas de pacientes con mieloma. Adicionalmente, muchos de los componentes de esta
ruta estan sobre-expresados en estas células (Keats et al., 2007; Annunziata et al., 2007).
NF-xB es un factor de transcripcién que regula la expresion de genes codificantes para
citoquinas, factores de crecimiento, quimioquinas, moléculas de adhesion y diferentes
receptores (Ben-Neriah & Karin, 2011; Oeckinghaus et al., 2011; Pahl, 1999). Se han
descrito dos rutas que activan esta via (Figura 14) (Oeckinghaus et al., 2011). La “ruta
canonica” se activa por moléculas mediadoras de inflamacién, como RANKL y TNFa.
En ausencia de estimulo, los dimeros de NF-«kB, formado por las subunidades p50 y p65
(Rel A), se encuentran secuestrados en el citoplasma celular por el inhibidor IkBa. El
regulador principal de esta ruta es el complejo IKK, formado por la proteina NEMO
(IKKYy) y por las quinasas IKKa e IKKf3. Cuando este complejo fosforila IkBa, lo marca
para su degradacion por el proteasoma, liberando NF-kB para su movilizacién al nucleo,
donde se unira a determinados promotores a través de su sitio de uniéon a DNA. La ruta

50



INTRODUCCION

alternativa, también denominada como “ruta no canonica”, puede ser activada por una
parte de los miembros de la familia de citoquinas TNF, incluyendo CD40L, BAFF y
linfotoxina [3. En esta ruta es esencial la funcién de la quinasa NIK, la cual, en condiciones
basales interacciona con TRAF3, quien ubiquitina a NIK para su posterior degradacion
en el proteasoma. Tras estimulacion, TRAF3 es degradado, liberando y estabilizando
NIK, la cual activa a IKKa, que es responsable de la fosforilacion de p100, lo que causa
su ubiquitinacién y procesamiento hacia p52. Esta subunidad muestra un NLS y dimeriza
con RelB, haciendo posible su translocacion al nucleo y la posterior regulacion de la
expresion génica.

En MM, la via NF-kB aparece frecuentemente desregulada por mutaciones en
componentes reguladores de esta ruta (Matthews et al., 2016). Dichas mutaciones afectan
especialmente a la via no canénica de NF-kB, y en menor grado a la via can6nica, aunque
se han observado asimismo pacientes con alteraciones genéticas de ambas vias.

Ruta canénica Ruta no canodnica

NUCLEO

Figura 14. Via de seializacion NF-kB. Tras diferentes estimulos, se activan las rutas candnicas y no
canoénicas, permitiendo la translocaciéon de NF-kB al nticleo, el cual regula la expresion de genes implicados
en proliferacién y supervivencia celular, asi como en migracion celular.

Dado que el BTZ inhibe al proteasoma, el tratamiento de células de MM con BTZ
implicaria la acumulacion de IkBa, lo que se traduciria en un bloqueo de la via canénica
de NF-kB y, por consiguiente, en apoptosis celular (Figura 13). Sin embargo, se ha
demostrado que el tratamiento de células de MM con BTZ induce la activacion de la ruta
canonica al promover la disminucion de los niveles de IkBa (Hideshima et al., 2009). En
base a estos resultados, se ha sugerido que la inhibicion de la viabilidad de las células de
MM tratadas con BTZ no parece deberse a la inhibicion de esta via de sefializacion (Chen
et al., 2011; Hideshima et al., 2009).

Otro de los mecanismos descritos por el que el BTZ inhibe la progresién del MM
es por su capacidad de alterar la expresion de moléculas de adhesion implicados en la
interaccion de las células de MM con el estroma medular (Figura 15) (Noborio-Hatano
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et al., 2009; Yanamandra et al., 2006; Rajkumar et al., 2005; Mitsiades et al., 2003). En
concreto, Noborio-Hatano et al. describieron que el BTZ superaba la respuesta CAM-DR
de células de MM mediante la reduccién de la expresion de la integrina o41.

BTZ

Fibronectina
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1 VCAM-1 de MM resistentes a
bortezomib

Figura 15. BTZ y la integrina a4p1. El tratamiento de células de MM con BTZ provoca una disminucién
de la expresion de a4f1, lo que causa una reduccién en la adhesién dependiente de esta integrina entre las
células de MM y el estroma medular. Esto se traduce en una desventaja proliferativa y de supervivencia
celular mediada por esta adhesion, y en una mayor sensibilidad a terapias anti-MM. Se desconocen las
posibles relaciones funcionales entre 041 y la resistencia a BTZ en células de MM.

Por otro lado, la exposicion de células de MM a BTZ induce la expresion de
factores proapoptoticos como NOXA, p53 y Bax, y reprime la expresion de factores
antiapoptoticos como Bcl-2, lo que promueve la entrada en apoptosis de estas células
disminuyendo finalmente la poblacién tumoral (Figura 13) (Gandolfi et al., 2017;
Adams, 2004). Asimismo, dado que el proteasoma controla la expresion de proteinas
implicadas en la regulacion del ciclo celular, como es el caso de los supresores tumorales
p21 y p27 (Figura 13), la inhibicion del proteasoma por el BTZ causa la estabilizacion
de estas proteinas, lo que implica un bloqueo en la progresion del ciclo celular,
favoreciendo la apoptosis de las células de MM (Lu & Hunter, 2010).

Mecanismos de resistencia a bortezomib

Uno de los principales problemas derivados del tratamiento del MM con agentes
quimioterapéuticos es la adquisicion de resistencia por parte de las células tumorales. En
el caso del BTZ, gran parte de los pacientes tratados con este agente muestran resistencia
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a este farmaco y acaban recayendo en la enfermedad, convirtiéndose en resistentes para
este compuesto. Ademads, un nimero importante de pacientes diagnosticados con MM
son inicialmente refractarios al tratamiento con BTZ, lo que implica la existencia de
resistencia intrinseca por parte de las células tumorales de dichos pacientes, limitando en
gran medida su tratamiento (Wallington-Beddoe et al., 2018; Gandolfi et al., 2017; Lub
et al., 2016; Murray et al., 2014; Richardson et al., 2003a).

Se han utilizado multiples lineas celulares de MM resistentes al BTZ para
caracterizar los mecanismos de resistencia desarrollados por estas células. Uno de estos
mecanismos lo constituye la presencia de mutaciones puntuales en el gen PSMB5
codificante para la subunidad [35 del proteasoma, lo que impide la unién del BTZ a dicha
subunidad (Franke et al., 2012; Ri et al., 2010). Se desconoce la relevancia funcional de
estas mutaciones en los sitios de unién del BTZ en las células de MM, ya que analisis
extensivos en células tumorales derivadas de pacientes con MM no pudieron identificar
estas mutaciones (Lichter et al., 2012). Sin embargo, un reciente estudio ha mostrado la
existencia de 4 mutaciones somaticas en PSMB5 en un paciente con MM tratado con IP
(Barrio et al., 2019). Adicionalmente, se ha descrito la sobre-expresion de la subunidad
B5 del proteasoma como otro mecanismo de resistencia (Balsas et al., 2012).

Diferentes lineas celulares de MM resistentes a BTZ han mostrado diversas
alteraciones en la expresion de proteinas relacionadas con respuestas a estrés, de
supervivencia celular y de apoptosis (Wallington-Beddoe et al., 2018; Gandolfi et al.,
2017; Lub et al., 2016). Asi, se ha descrito la reduccion en la expresién de NOXA y una
disminucion de la actividad de diferentes caspasas (Balsas et al., 2012), asi como la sobre-
activacion de la ruta PI3K/Akt en células de MM resistentes a BTZ (Spencer et al., 2014;
Kale & Moore, 2012; Markovina et al., 2008). A su vez, la sobre-expresion de
transportadores que facilitan la expulsion de agentes quimioterapéuticos, como P-gP,
descrita para algunas lineas celulares de MM, puede favorecer la resistencia a BTZ, si
bien no constituye uno de los mecanismos principales para la supervivencia tras el
tratamiento con este agente (Verbrugge et al., 2012; Lu & Hunter, 2010; Rumpold et al.,
2007).

Como se ha explicado previamente, la relacién que establecen las células
tumorales con el microambiente medular es vital durante la progresion del MM. Las
células estromales expresan IL-6 e IGF-1, promoviendo la supervivencia de la poblacién
tumoral ademas de facilitar su resistencia a BTZ. El receptor para IGF-1 esta sobre-
expresado en células de MM resistentes a BTZ, influyendo en el desarrollo de la
enfermedad y en una peor prognosis, por lo que se ha propuesto como diana terapéutica
(Kuhn et al., 2012; Bataille et al., 2005).

Futuro de los inhibidores de proteasoma

Dada la sensibilidad especifica de las células de MM a los IP, la btisqueda de
farmacos que bloqueen mads eficientemente al proteasoma parece una propuesta
razonable. Tratar a los pacientes que han adquirido resistencia al BTZ con compuestos de
nuevo disefio parece una estrategia mas eficaz que intentar restaurar la sensibilidad a este
farmaco en pacientes que muestran dicha resistencia. Algunos de estos nuevos farmacos
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han sido aprobados recientemente o se estan testando en ensayos clinicos y pretenden
superar la resistencia generada contra el BTZ, asi como disminuir los efectos secundarios
del tratamiento con este agente. Asi, se han disefiando agentes contra otras subunidades
del proteasoma, como la a7, con el objetivo de inhibir mas eficientemente al proteasoma
(Franke et al., 2012). No s6lo se estan generando IP, sino también anticuerpos que inhiban
este complejo multienzimatico (Kubiczkova et al., 2014; Frankland-Searby & Bhaumik,
2012).

Como se ha mencionado anteriormente, el carfilzomib es un nuevo inhibidor del
proteasoma que presenta actividad epoxomicina. Este agente fue desarrollado por la
empresa Proteolix Inc. en California con el objetivo de producir un inhibidor mas
especifico de la actividad quimiotripsina del proteasoma que el BTZ. Asimismo, se buscé
una mejora de la tolerancia de los pacientes a este tratamiento, intentando disminuir los
efectos secundarios del BTZ (Wallington-Beddoe et al., 2018; Gandolfi et al., 2017).
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OBJETIVOS

La integrina o431 juega un papel critico tanto en desarrollo inmunitario y en el
trafico leucocitario durante la vigilancia inmune, asi como en diferentes tumores
hematologicos tales como el mieloma multiple.

~ El primer objetivo de la presente Tesis Doctoral ha consistido en la caracterizacion
del papel de ICAP-1 en la adhesion linfocitaria dependiente de la integrina a4f1,
y en el desarrollo del sistema inmunitario. En la segunda parte de este objetivo se
ha estudiado la implicacién de ICAP-1 en el trafico de células de mieloma
multiple.

~ El segundo objetivo se centrd en la caracterizacion de células de mieloma multiple

resistentes a bortezomib, y de las relaciones funcionales entre la resistencia de
estas células y la expresion y funcion de la integrina a41.

57






MATERIALES Y METODOS







MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

La linea endotelial murina bEnd.3 fue cultivada en medio DMEM (Gibco
Invitrogen, Paisley, Reino Unido) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS)
(Biowest, Nuaillé, Francia), 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina (Gibco
Invitrogen). Las lineas celulares humanas de mieloma multiple RPMI-8226, MM.1S y
NCI-H929, la linea estromal de médula 6sea humana HS-27A, la linea MOLT-4 de
leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL), y la linea Z-138 de linfoma no
Hodgkin de células B, fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Lonza, Verviers,
Belgium) suplementado con 10% de FBS (Linus, Cultek, Madrid, Espafia), 100 U/ml de
penicilina y 100 U/ml de estreptomicina (Gibco Invitrogen) (medio completo). La linea
NCI-H929 fue cultivada en presencia de 2-mercaptoetanol (0.05 mM) (Sigma-Aldrich,
San Luis, MO). Las células resistentes a BTZ fueron mantenidas en las mismas
condiciones de cultivo que las lineas celulares parentales de procedencia, en presencia
del inhibidor.

Reactivos y anticuerpos

VCAM-1-Fc e ICAM-1-Fc, y la quimioquina CXCL12, fueron adquiridos a R&D
Systems (Minneapolis, MN). El fragmento recombinante de la fibronectina FN-H89, que
contiene la regién CS-1 (denominado como CS-1/FN en este trabajo) y que presenta
capacidad de unién a la integrina a4f1, fue purificado tal y como se habia descrito
previamente (Garcia-Bernal et al., 2005). El inhibidor de NF-xB InSolution™ NF-kB
Activation Inhibitor (iNF-kB) fue obtenido de Calbiochem Millipore (San Diego, CA).
La cicloheximida y el melphalan fueron adquiridos a Sigma-Aldrich, mientras que el
bortezomib y el carfilzomib se compraron a Selleckchem (Munich, Alemania). La
doxorrubicina, el verapamilo y la aplidina fueron cedidos por PharmaMar (Madrid,
Espafia). Hemos utilizado Alexa Fluor™ 488 Streptavidin conjugate, APC Streptavidin
conjugate y Pacific Blue Streptavidin conjugate, todos ellos de BioLegend (San Diego,
CA), para detectar en ensayos de citometria de flujo aquellos anticuerpos primarios
conjugados con biotina. Los anticuerpos utilizados en citometria de flujo se muestran en
la tabla 1, mientras que los anticuerpos utilizados en ensayos de western blotting, se
encuentran en la tabla 2.
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Tabla 1. Anticuerpos empleados en los ensayos de citometria de flujo. Se muestra la especificidad y

la procedencia.

ANTICUERPO (Clon) PROCEDENCIA

FITC rat anti-mouse CD29 (HMf1) BioLegend

Purified rat anti-mouse CD29 (HMp1) BioLegend

PE/Cy?7 rat anti-mouse CD29 (HMp1) BioLegend
Purified rat anti-mouse CD29 (9EG7) BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ)

PE/Cy7 Armenian hamster anti-mouse CD49d BioLegend

BV421 rat anti-mouse CD8a (53-6.7) BioLegend

PE rat anti-mouse CD8a (53-6.7) BioLegend

FITC rat anti-mouse CD8a (53-6.7)
FITC rat anti-mouse CD4 (GK1.5)

Biotin rat anti-mouse CD4 (GK1.5)
PerCP rat anti-mouse CD4 (RM4-5)

PE rat anti-mouse CD184 (CXCR4) (L276F12)
FITC mouse anti-mouse CD199 (CCRY) (eBioCW-1.2)
Biotin anti-mouse CD197 (CCR?7) (4B12)

PE anti-mouse Ki-67 (B56)
eFluor450 mouse Hematopoietic Lineage Antibody
PE Ly-6A/E (Sca-1) rat anti-mouse (D7)
PE-Cyanine7 rat anti-mouse/pig CD117 (c-Kit) (2B8)
FITC rat anti-mouse CD34 (RAM34)

APC Armenian hamster anti-mouse CD48 (HM48-1)
PerCP/Cy5.5 rat anti-mouse CD150 (SLAM) (TC15-12F12.2)
FITC rat anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) (RB6-8C5)
PE anti-mouse CD11b (M1/70)
PE-Cyanine5.5 rat anti-mouse/human CD45R (B220) (RA3-6B2)
FITC rat anti-mouse CD45R/B220 (RA3-6B2)

PE rat anti-mouse CD45R/B220 (RA3-6B2)
Biotin rat anti-mouse/human CD45R/B220 (RA3-6B2)
PE rat anti-mouse CD19 (6D5)

APC rat anti-mouse CD19 (6D5)

PE rat anti-mouse IgM (RMM-1)

FITC rat anti-mouse IgD (11-26)

DyLight 647 goat anti-mouse IgM
PE/Cy?7 rat anti-mouse CD25 Antibody (PC61)
Biotin rat anti-mouse CD43 (S7)

FITC rat anti-mouse CD21/CD35 (7G)

PE rat anti-mouse CD23 (B3B4)

Biotin anti-mouse CD69 (H1.2F3)

FITC hamster anti-mouse TCRaf (H57-597)
Anti-human o4 (ALC 1.63)

Anti-human p1 (TS2/16)

Anti-human CXCR4
Anti-human o5 (P1D6)

Anti-human P-gP
Anti-human CD44 (HP2/9)

Anti-HLA (W6/32)

Alexa Fluor® 488 anti-mouse
Alexa Fluor® 647 anti-mouse
Alexa Fluor® 488 anti-rat
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Southern Biotech (Birmingham, AL)
Southern Biotech
Southern Biotech
BD Pharmingen
BioLegend
ThermoFisher Scientific (Waltham, MA)
ThermoFisher Scientific
BD Pharmingen
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
BioLegend
BioLegend
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Southern Biotech
Southern Biotech
BioLegend
Southern Biotech
Southern Biotech
BioLegend
ThermoFisher Scientific
Jackson I. Laboratories (Bar Habor, ME)
BioLegend
BD Pharmingen
BD Pharmingen
ThermoFisher Scientific
BD Pharmingen
Immunotools (Friesoythe, Alemania)
Dr. Angel L. Corbi (CIB, Espafia)
Dr. Francisco Sanchez Madrid (Hospital La Princesa)
ThermoFisher Scientific
Dra. Angeles Garcia Pardo (CIB)
PharmaMar
Dr. Francisco Sanchez Madrid (Hospital La Princesa)
Dra. Angeles Garcia Pardo (CIB)
Molecular Probes (Leiden, Paises Bajos)
Molecular Probes

Molecular Probes
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Tabla 2. Anticuerpos empleados en los ensayos de western blotting.

ANTICUERPO

PROCEDENCIA

Anti-ICAP-1

Anti-Talina
Anti-Kindlin-3
Anti-a4
Anti-p1
Anti-p1
Anti-Ras
Anti-Ub
Anti-Fosfo-Akt (Ser 473)
Anti-Akt

Anti-Fosfo-ERK1/2 (p44/42 MAPK,
Thr202/Tyr204)

Anti-ERK1/2 (p44/42 MAPK)
Anti-Mcdl-1
Anti-Fosfo-IGF-1-Rp (Tyr1131)
Anti-IGF1R
Anti-Runx3
Anti-SAM68
Anti-Fosfo-IxBa (Ser32/36)
Anti-IkBa
Anti-Fosfo-NF-kB
Anti-NF-kB
Anti-B-Actina
Anti-Vinculina
Anti-GAPDH
Anti-Tubulina

Ratones ICAP-1--

Dr. Daniel Bouvard (Institut pour I’Avancée des
Biosciences, La Tronche, Francia

Sigma-Aldrich
Dr. Markus Moser (MPI, Munich, Alemania)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)
Santa Cruz Biotechnology
Abcam (Cambridge, Reino Unido)
Dr. Ignacio Casal (CIB)
ThermoFisher Scientific
Cell Signalling Technology (Danvers, MA)
Cell Signalling Technology

Cell Signalling Technology

Cell Signalling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signalling Technology
Santa Cruz Biotechnology
R&D Systems
Dr. Patricio Aller (CIB)
Cell Signalling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signalling Technology
Cell Signalling Technology
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Los ratones ICAP-1*" (heterocigotos, HZ) fueron cedidos por el Dr. Daniel
Bouvard (Institut pour I’Avancée des Biosciences, La Tronche, Francia). Para obtener los
ratones ICAP-17- (KO), los ratones HZ fueron cruzados y la descendencia fue genotipada
tal y como se describe en Bouvard et al., 2007. De manera resumida, el DNA genomico
de la descendencia de estos cruces fue extraido del tejido endotelial de las colas de
animales segtin se producia el destete de los mismos. El genotipado se llevé a cabo
mediante andlisis por PCR convencional (Tabla 3), utilizando los oligonucledtidos

expuestos en la Tabla 4.
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Temperatura

o Tiempo Ciclos
(°C)
Pre-amplificacion 95 3 min 1
L 94 30s Tabla 3. Protocolo de PCR
Amplificacion 62 30 10 convencional aplicado en el
72 30 genotipado de los ratones
E I ICAP-1*"*, ICAP-1""y ICAP-1".
52 30s 35
72 30s
Melting 72 5 min 1
Cooling 20 1h 1
Oligonucledtido 0 (5°-3°
Tabla 4. Oligonucleétidos & Secuencia (5°-3)

utilizados en el analisis por PCR ICAP-1 forward CTGCCTCTGTCTTTCGAGTGC
convencional para el genotipado
de los ratones ICAP-1**, ICAP-1*"
y ICAP-1". LacZ reverse CATTCAGGCTGCGCAACTGTT

ICAP-1 reverse ACCCTGGCCTCTTACCTTGC

Adicionalmente, la ausencia de ICAP-1 en los ratones KO fue corroborada en
ensayos de western blotting utilizando anticuerpos frente a ICAP-1. Los bazos, NLs,
timos y las MO fueron obtenidos de ratones de entre 3-5 o de 8-10 semanas de edad. Las
muestras procedentes de MO se obtuvieron a partir de los fémures y las tibias de los
ratones. El bazo, NLs y timos fueron disgregados hasta obtener una suspensién celular
utilizando filtros de nailon con poros de 40 pm de didmetro (LifeSciences, Falcon, NY).
La sangre periférica se obtuvo tras puncién cardiaca o del seno retro-orbital de los ratones
utilizando PBS-EDTA. Posteriormente, se procedio con la lisis de eritrocitos de las
diferentes suspensiones celulares con solucion de lisis de eritrocitos (170 mM NH4Cl, 12
mM KHCO3 y 0.5 M EDTA) durante 5 minutos en hielo. El contaje celular se realizo
mediante azul de tripano (Sigma-Aldrich).

Los ratones fueron mantenidos en condiciones asépticas libres de patogenos, en el
Animalario del Centro de Investigaciones Biolégicas. Los experimentos con estos ratones
fueron aprobados por el Comité Etico del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC).

Seleccion de células Ty B presentes en bazo de raton

Para el enriquecimiento de células T CD3" de bazo, obtuvimos la fraccion
mononuclear mediante gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque (GE Healthcare
Bio-Sciences, Pittsburgh, PA), y posteriormente, se realizé una seleccién negativa de la
muestra utilizando el kit EasySep (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada)
especifico para dichas células CD3". Por otro lado, las células B CD19" fueron
seleccionadas a partir de poblaciones mononucleares procedentes de suspensiones
celulares de los bazos obtenidas tras un proceso de separacion por gradiente de densidad,
utilizando Lympholyte (Cederlane Laboratories, Burlington, Canada), y empleandose
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pan-T Dynabeads (ThermoFisher Scientific) para la seleccién negativa. En ambos
aislamientos, la pureza de las poblaciones celulares seleccionadas superé el 85%.

Citometria de flujo

Las células fueron inicialmente incubadas durante 10 min en hielo con un
anticuerpo bloqueante de receptores Fc (Purified Rat anti-mouse CD16/CD32, clon
2.4G2, BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ) en solucion de citometria de flujo (PBS con
1% de FBS y azida sédica). Posteriormente, las células se incubaron durante 30 min en
hielo con los correspondientes anticuerpos monoclonales primarios purificados (5-10
pg/ml), o conjugados a fluorocromos o biotina, y preparados en solucién de citometria de
flujo, excepto para el anticuerpo anti-CCR?7 que requirié de una incubacién de 30 min a
37°C. A continuacion, tras un lavado con PBS y posterior centrifugacion, las muestras
fueron incubadas con los anticuerpos secundarios correspondientes o estreptavidina
conjugada con fluorocromos. Las inmunoglobulinas IgG2b, k de rata e IgG de hamster
armenio, purificadas o conjugadas al fluorocromo correspondiente o biotina, fueron
utilizadas como controles de isotipo. Los anticuerpos utilizados en los ensayos de
citometria de flujo estan listados en la tabla 1. Se utilizaron los citometros de flujo
Coulter Epics XL o FC500 (ambos de Beckman Coulter, Brea, CA) para el analisis de las
muestras, y los datos fueron analizados con los programas CXP, FlowLogic y FlowJo.

Ensayos de migracion linfocitaria hacia 6rganos linfoides

La migracion de esplenocitos a bazos y NLs fue determinada siguiendo el método
descrito (Klapproth et al., 2015). Los esplenocitos de ratones ICAP-1"* y ICAP-17"
fueron incubados separadamente durante 20 min a 37°C con los marcadores CellTrace
CFSE (0.8 pM) o CellTrace Far Red (0.3 pM) (ThermoFisher Scientific). Tras dos
lavados con PBS, se mezclaron esplenocitos ICAP-1"7* y ICAP-17" (1x107) y
posteriormente fueron inyectados intravenosamente (i.v.) en ratones receptores ICAP-
1*"*. A'lo largo de los experimentos, las células procedentes de los distintos ratones fueron
marcadas intercambiando los colorantes para evitar posibles efectos intrinsecos de los
marcadores. Una hora y media después de la inyeccién, los ratones receptores fueron
sacrificados, y se extrajeron sus bazos y los NLs axilares e inguinales, los cuales se
procesaron como se ha descrito anteriormente, y la suspension celular obtenida se analizo
mediante citometria de flujo. En estos ensayos se analizo asimismo la presencia de
linfocitos marcados en sangre periférica obtenida de la region retro-orbital de los ratones.
Los datos fueron referidos a la migracién de las células ICAP-1*"*, a la que se le otorgd
un valor de 1.

Modelo de inflamacion peritoneal

Para analizar el reclutamiento de linfocitos en la cavidad peritoneal durante un
proceso inflamatorio, los ratones fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) con 1 ml
de tioglicolato al 3% (cedido por la Dra. Alicia G. Arroyo, CIB) en PBS estéril. Tras 24
horas, los ratones fueron sacrificados e inyectados i.p. con 10 ml de PBS frio con 1%
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BSA y 5 mM EDTA, lavando posteriormente el peritoneo durante 3 min. Las
suspensiones celulares obtenidas se pasaron por un filtro de nailon para evitar agregados
celulares, se cuantifico la celularidad total de las muestras, las cuales fueron
posteriormente analizadas mediante citometria de flujo.

Generacion de lineas celulares resistentes a bortezomib

La linea celular de mieloma NCI-H929 fue expuesta a concentraciones crecientes
de bortezomib a partir de 5 nM. Las células se cultivaron siempre en presencia de BTZ,
el cual fue renovado cada 48 horas con medio fresco completo. La concentracién del
inhibidor fue aumentada periédicamente tras observarse una tasa de proliferaron celular
similar a la de las células parentales en ausencia del compuesto. Se generaron dos
poblaciones de células NCI-H929 resistentes a 20 nM de BTZ (NCI-H929-R20.1 y NCI-
H929-R20.2; ver Resultados), ademads de una poblacién resistente a 35 nM de BTZ (NCI-
H929-R35). De manera similar a las células NCI-H929, generamos lineas de leucemia
linfoblastica aguda de células T (T-ALL) y linfoma de células B no Hodgkin (mantle cell
Ilymphoma, MCL) resistentes a BTZ. Como modelo de T-ALL se utilizaron células
MOLT-4, obteniéndose una poblacion resistente a 7 nM de BTZ (MOLT-4-R7), y como
modelo de MCL se utilizaron células Z-138, generandose una poblacién resistente a 10
nM de BTZ (Z-138-R10).

Ensayos de viabilidad y proliferacion celular

Para determinar la viabilidad celular se utilizaron Anexina V-FITC (Immunostep,
Salamanca, Espafia) e ioduro de propidio (Sigma-Aldrich). Las células (3x10° por
condicién) fueron centrifugadas y lavadas con PBS frio. Tras otra centrifugacién
adicional, las células fueron resuspendidas en 300 pl de solucién de unién a Anexina V
(10 mM HEPES pH 7.4, 140 mM NacCl, 2.5 mM CaCl,), e incubadas durante 10 min a
temperatura ambiente y en oscuridad con Anexina V-FITC. Finalmente, y previo al
analisis de las muestras por citometria de flujo, se afadio ioduro de propidio (10 pg/ml)
a cada una de ellas. Para ensayos de proliferacién celular, se utilizé el reactivo CCK-8
(Sigma-Aldrich). Las células en suspension (100 pl) a valorar fueron afiadidas por
triplicado a pocillos de placas de 96 pocillos, afiadiéndose a continuacion 5 pl de la sal
de tetrazolio (water soluble tetrazolium salt, WST-8 o CCK-8), y las placas fueron
finalmente incubadas a 37°C durante 2 horas. La sal de tetrazolio fue reducida por la
actividad deshidrogenasa de las células, proceso por el que se obtenia una sal amarillenta
soluble en el medio de cultivo que hacia virar el color del medio. La absorbancia fue
determinada a 450 nm en un lector de fluorescencia (Titertek Multiskan PLUS MK II
Microplate Reader).

Ensayos de adhesion celular

Utilizamos el método descrito por Garcia-Bernal et al. (2005) para desarrollar los
experimentos de adhesion a los ligandos de la integrina a4f31. Las placas de 96 pocillos
(High Binding, Costar, Corning Incorporated, Kennebunk, ME) fueron tapizadas por
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triplicado para cada condicién con el fragmento recombinante de la fibronectina FN-H89
(CS-1/FN, 5 pg/ml), el cual contiene la region de unién a dicha integrina, o con VCAM-
1-Fc (1.25-5 pg/ml), tanto en ausencia como en presencia de CXCL12 inmovilizado (650
ng/ml). Asimismo, se realizaron experimentos de adhesion sobre ICAM-1 recombinante
(5 pg/ml). Para el tapizado de los pocillos, los ligandos fueron preparados en solucién de
coating (0.1 M NaHCOg3, pH 8.8), incubandose a 4°C durante 16 horas. A continuacion,
las placas fueron incubadas durante 1.5 h a 37°C y, posteriormente, se procedi6 a bloquear
los pocillos durante 40 min a 37°C utilizando 0.25% BSA (Roche, Basilea, Suiza) en 0.1
M NaHCOs, pH 8.8. Paralelamente, las células a analizar fueron marcadas durante 30
min a 37°C con BCECF-AM (Molecular Probes), a una concentracion de 2.8 pg/ml en
medio RPMI 1640/0.5% BSA. Tras eliminar mediante centrifugacion el marcador no
incorporado, se afiadieron por triplicado 75000-125000 células en un volumen de 100 pl
por pocillo. En adhesiones de tiempos cortos en presencia de CXCL12 (2-4 min a 37°C),
para facilitar el decantamiento de las células al fondo de los pocillos para contactar los
ligandos, se realizé una centrifugacién rapida de 5 segundos previa a la incubacién de la
placa. Si el ensayo de adhesion se realizd en ausencia de la quimioquina (20 min a 37°C),
se evit6 el paso de centrifugaciéon. Posteriormente, se procedi6 al lavado de los pocillos
con medio RPMI 1640 para eliminar las células no adheridas, y las células adheridas
fueron lisadas en PBS-SDS 0.1%, cuantificandose la adhesién celular en un analizador
de fluorescencia Varioskan Flash Multimode Reader (ThermoFisher Scientific). Los
datos de adhesion se han representado relativos a las células control.

Para los experimentos de adhesion sobre estroma de MO, utilizamos la linea
celular estromal HS-27A, las cuales fueron cultivadas 24-48 horas antes de la adhesion
en placas de 96 pocillos. Dichas células fueron expuestas a TNF-a (1.5 pg/ml,
Immunotools) durante 16 h a 37°C para estimular la expresion de VCAM-1.
Posteriormente, 75000 células marcadas con BCECF-AM fueron anadidas sobre la
monocapa de las células HS-27A en un volumen de 100 pl. Tras 20 min de adhesién, se
procedio a la lisis celular y cuantificacién de la adhesién tal y como se expone mas arriba.

Ensayos de union soluble a VCAM-1

Las células fueron sometidas a starving (privadas de suero) durante 2 horas, y
resuspendidas posteriormente en medio de union HBSS carente de cationes (Gibco
Invitrogen) y suplementado con 2% de FBS. A continuacion, las células fueron
estimuladas durante 40 segundos a 37°C con CXCL12 (200 ng/ml) en medio de union, y
seguidamente se afiadi6 VCAM-1-Fc (10 pg/ml) durante 2 min a 37°C. Como control
positivo de uniéon a VCAM-1-Fc, las células fueron incubadas en medio de unién
suplementado con 1 mM de MnCl,. Para detener la union de VCAM-1-Fc, se realiz6 un
lavado con medio de unién frio. En el caso del control positivo expuesto a manganeso,
estos lavados fueron realizados con medio de uni6n suplementado con MnCl (0.5 mM).
Finalmente, las células fueron incubadas durante 20 min a 22°C con el anticuerpo
secundario anti-IgGFc humano (Jackson Immunoresearch Lab.), para posteriormente
analizar las muestras mediante citometria de flujo.
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Anélisis de la activacién de integrinas 31

Los esplenocitos de ratones ICAP-1"* y ICAP-1"" fueron cultivados durante 1
hora a 37°C y 5% CO> en camaras de Ibidi GmbH (Planegg, Germany) pre-tratadas con
poli-L-Lisina (PLL; Sigma-Aldrich), o con proteina A (Sigma-Aldrich) y VCAM-1-Fc
de ratén. Posteriormente, las células fueron fijadas con 4% de paraformaldehido (PFA,
Sigma-Aldrich) en PBS durante 10 min a temperatura ambiente, y a continuacién, fueron
incubadas con un anticuerpo bloqueante de receptores Fc (Purified Rat anti-mouse
CD16/CD32, clon 2.4G2, BD Bioscience) durante 10 min en hielo. Tras varios lavados
con TBS-T (TBS-Tween 0.1%), las células fueron incubadas con el anticuerpo
monoclonal 9EG7 (10 pg/ml, BD Biosciences), el cual reconoce un epitopo presente en
las integrinas 1 de rat6n en su conformacién activa, o con el correspondiente anticuerpo
control, seguido de una incubacion con anticuerpos secundarios (goat anti-rat Alexa Fluor
488, Molecular Probes). Una vez se realizaron varios lavados consecutivos con TBS-T,
TBS y agua, las muestras fueron montadas utilizando ProLong™ Diamond Antifade
Mountant with DAPI (Molecular Probes), siendo analizadas utilizando el objetivo 100x
con aceite de inmersion en un microscopio Zeiss Axioplan acoplado a una camara CCD
Digital Leica DFC 350 FX.

Para determinar el estado de activacién de integrinas 31 en células humanas, éstas
fueron sometidas a starving en medio HBSS libre de cationes para evitar una estimulacién
basal de la integrina. Posteriormente, las células fueron incubadas durante 40 segundos
en ausencia o presencia de CXCL12 (200 ng/ml) previo a la incubacion durante 30 min a
4°C con el anticuerpo monoclonal HUTS-21 (10 pg/ml, Becton Dickinson, San Diego,
CA), el cual reconoce un epitopo de la subunidad 31 en su conformacion activa. Como
control positivo para la activacion de las integrinas, las células fueron incubadas con
medio HBSS con 1 mM MnCl. Tras un lavado, las células fueron incubadas durante 30
min a 4°C con anticuerpos secundarios frente a IgG de ratén conjugado con Alexa Fluor
488 (Jackson Immunoresearch Lab., Cambridge, UK). Las muestras fueron analizadas
por citometria de flujo y la intensidad de fluorescencia se representa como la diferencia
entre los valores referidos a las células control, a las que se les otorgd un valor de 1.

1+/+

Western blotting

Tras sedimentar, por centrifugacion, las células en el medio de cultivo, el pellet
celular fue solubilizado en solucion GST-FISH: 1% Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich), 50
mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 10% glicerol, suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich). Tras 30 min a 4°C, las muestras
fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 15 min a 4°C. Se utiliz6 el reactivo Bradford
(Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) para la cuantificacion de la
concentracion proteica presente en los sobrenadantes de los lisados, midiendo la
absorbancia a 595 nm en un espectofotometro. Las muestras (50-100 pg de proteina total)
fueron hervidas a 100°C durante 5 min en solucion de carga (10% SDS, 50% glicerol,
100 mM de DTT o de B-mercaptoetanol, 100 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.05% de azul de
bromofenol). Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de
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poliacrilamida (8-15%) en presencia de SDS (SDS-PAGE; PanReac AppliChem,
Darmstadt, Alemania). Posteriormente, las proteinas se transfirieron a membranas de
PVDF (Bio-Rad Laboratories), las cuales fueron bloqueadas con BSA al 3% en TBS
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron incubadas durante 16
horas a 4°C con los anticuerpos primarios indicados en la tabla 2, y tras tres lavados de
5 min con TBS-T, se llevo a cabo la incubacion con los anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase, HRP) (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). Las bandas proteicas fueron visualizadas con el
sustrato quimioluminiscente Immobilon Western (Millipore, Billerica, MA) utilizando un
detector de quimioluminiscencia Fujifilm LAS 3000 Image Reader. El densitometrado de
las bandas se realizé utilizando los programas ImageJ y Fujifilm Multi Gauge. Cuando
fueron necesarios posteriores analisis sobre las mismas membranas, éstas fueron
sometidas a un proceso de stripping para liberar los anticuerpos unidos con anterioridad.
Para ello, las membranas fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente en una
solucion con 1% de glicina, 1% de SDS, 0.05% de Nonidet P-40, a pH 2.2. Seguidamente,
las membranas fueron lavadas tres veces con TBS-T, y a continuacién, fueron bloqueadas
con 3% BSA en TBS-T, para finalmente ser incubadas con los anticuerpos primarios, tal
y como se ha descrito mas arriba.

Ensayos de fraccionamiento celular

Las células (5-10 millones) fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos, y
el pellet celular fue resuspendido en 300 pl de solucién de lisis: 10 mM HEPES pH 8
(Gibco Invitrogen), 10 mM KCIl, 1.5 mM MgCl», 34 mM sacarosa, 10% glicerol, 1 mM
DTT y 0.1% Tritén X-100 (Sigma-Aldrich), suplementado con inhibidores de proteasas.
Tras su incubacion durante 5 minutos en hielo, las muestras fueron centrifugadas a 3500
rpm durante 5 min a 4°C. El sobrenadante obtenido tras este paso corresponde a la
fraccion citoplasmatica. El pellet fue lavado con otros 300 pl de solucién de lisis, y tras
la centrifugacién, el sobrenadante fue descartado y el resto fue resuspendido en 150 pl de
solucion GST-FISH e incubado en hielo durante 15 minutos. Tras 3 etapas de sonicacion,
las muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 4°C. El sobrenadante obtenido
representa la fraccion nuclear de las células. Tras la cuantificacion proteica de ambas
fracciones mediante Bradford, se procedio a realizar SDS-PAGE y western blotting.
Como control de carga para la fraccién citoplasmatica se utilizé un anticuerpo frente a
vinculina, y como control de carga de la fraccion nuclear se utiliz6 un anticuerpo frente a
SAM-68.

Ensayos de actividad GTPasa (Pull Down)

El vector codificante para la proteina de fusion GST-RAF-RBD fue cedido por el
Dr. Johannes L. Bos (University Medical Center Utrecht, Utrecht, Paises Bajos). Esta
proteina se une a formas de Ras activas, y fue generada siguiendo un procedimiento
descrito anteriormente (Sander et al., 1998). Las células (25-30 millones) fueron
solubilizadas en soluciéon GST-FISH suplementado con inhibidores de proteasas, y tras

69



MATERIALES Y METODOS

25 min a 4°C, los lisados fueron centrifugados a 15000 rpm durante 15 min a 4°C,
cuantificandose los sobrenadantes mediante Bradford. Se utilizaron 40 pg de proteina por
cada condicion como control de carga del lisado total. El lisado procedente de las
bacterias que contenia la proteina GST-RAF-RBD fue incubado 2 horas a 4°C con beads
de glutation-sefarosa (GE Healthcare Bio-Sciences). Posteriormente, estas beads fueron
lavadas con GST-FISH a 4°C, y a continuaciéon, 1 mg de proteina procedente de los
lisados celulares fue incubado durante 16 horas a 4°C con las beads unidas a la proteina
de fusion. Seguidamente, las beads fueron lavadas de nuevo con GST-FISH a 4°C, y
finalmente las muestras fueron hervidas durante 15 min en solucién de carga,
resolviéndose en geles de poliacrilamida al 12% en presencia de SDS, siguiendo el
protocolo de western blotting detallado anteriormente. Las membranas de PVDF a las que
se transfirieron las proteinas fueron incubadas con el anticuerpo anti-Ras.

Inmunoprecipitacion

Los ensayos de inmunoprecipitacion se realizaron para analizar la asociacion de
ICAP-1 con la subunidad (1, siguiendo el protocolo ya descrito (Ticchioni et al., 2002).
Las células NCI-H929 se sometieron a starving durante 2-3 horas y, posteriormente
fueron solubilizadas durante 25 min a 4°C en solucién de lisis (0.5% NP-40, 20 mM
trietanolamina pH 8, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA, 20% glicerol) en presencia de
inhibidores de proteasas y fosfatasas. Las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm
durante 15 minutos a 4°C, y los lisados se incubaron inicialmente durante 1.5 h a 4°C con
beads de proteina G-sefarosa (GE Healthcare Bio-Sciences) para eliminar uniones
inespecificas. Posteriormente, se cuantifico el contenido proteico mediante el reactivo
Bradford, incubandose a continuacion 1 mg del lisado durante 16 horas a 4°C con un
anticuerpo anti-f1. Finalmente, se afiadieron las beads de proteina G-sefarosa durante 2
horas a 4°C para permitir la union entre los anticuerpos y las beads. Tras lavar tres veces
con la solucion de lisis y hervir las muestras con solucion de carga durante 15 minutos,
las proteinas se resolvieron por SDS-PAGE y fueron analizadas por western blotting,
utilizando anti-Bf1 como control de carga.

Ensayos de RT-qPCR

Las células fueron lisadas utilizando el reactivo TriReagent (Sigma-Aldrich), y el
RNA total celular se extrajo con cloroformo, precipitandose posteriormente con
isopropanol y etanol. La concentracion de RNA fue cuantificada midiendo la absorbancia
del extracto a 260 nm (A2e0) en el Nanodrop ND-1000. El cDNA se obtuvo a partir del
RNA utilizando la transcriptasa inversa M-MLV (Promega, Madison, WI), dNTPs
(Roche) y hexameros aleatorios de desoxirribonucleétidos (ThermoFisher Scientific),
siguiendo las especificaciones del fabricante. La amplificacién del cDNA se realizé por
RT-gPCR utilizando el protocolo detallado en la tabla 5 en el termociclador LightCycler
480 (Roche) usando los oligonucleétidos listados en la tabla 6, Fast Start Essential DNA
Green Master (Roche), compuesta por la Tag DNA polimerasa FastStart y el fluor6foro
SYBR Green 1. Este fluoréforo se une a la doble hebra de DNA generado tras los
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diferentes ciclos de amplificacion, lo que aumenta la sefial de manera proporcionalmente
directa a la cantidad de producto de la PCR en la reaccion, haciendo posible monitorizar
el proceso. Los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados fueron normalizados

a los niveles de expresion para TBP (TATA binding protein).

Tabla 5. Protocolo empleado para los analisis por RT-qPCR.

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Pre-amplificaciéon 95 5 min 1
Amplificacién 95 ‘(desgaturalizacién)' ' 10s 45
60 (anillamiento y extension) 30s
95 1 min
Melting 60 1min 1
97 Continuo
Cooling 4

Tabla 6. Oligonucleotidos utilizados en los ensayos de RT-qPCR.

Diana Forward (5°-3’) Reverse (5°-3’)
msTBP GGGGAGCTGTGATGTGAAGT CCAGGAAATAATTCTGGCTCA
msThpok (5) GACTTGGTGGGAGCTTAACCC  TCCCCATCTTCTCACTTCCTGGT
msThpok (3) GGGGACTTGGTGGGAGCTTA CTCCCCATCTTCTCACTTCCTG
msII-7R (5) AGGCTCCCTCTGACCTGAAA AGATACATGCGTCCAGTTGCT
msETS1 (1) CCCCTTCCACTGGGTTCAAA ACATTCCATGTCCGGGGAAG
msETS1 (6) CTCAAGCCGACTCTCACCAT GCACATTCCATGTCCGGGG
msMYC (6) CGATTCCACGGCCTTCTCTC CTTGCTCTTCTTCAGAGTCGCT
msMYC (1) CAGCGACTCTGAAGAAGAGCA TTGTGCTGGTGAGTGGAGAC
msSOCS1 (1) CCGCCAGATGAGCCCAC GGTTGCGTGCTACCATCCTA
msSOCS1 (2) GTCCTGCCGCCAGATGAG GAGACAGAGGCAGTGAGCC
msRunx3 (71) GCTCTCTCAGCACCACGAG TCAGGTCTGAGGAGCCTTG
msRunx3 (4) TCTGAACCCAACCCCCTGA GTGCTCGGGTCTCGTATGAAG
hICAP-1 ACCGTCATCGTAACACACCA AAAACCTTGCAAATGGCTTG
hTBP CGGCTGTTTAACTTCGCTTC CACACGCCAAGAAACAGTGA
hGAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC GCCAATACGACCAAATCC
hITGA4 GATGAAAATGAGCCTGAAACG  GCCATACTATTGCCAGTGTTGA
hITGB1 CAAGTTGCAGTTTGTGGATCA AGTGAAACCCGGCATCTG
hCXCR4 GGTGGTCTATGTTGGCGTCT ACTGACGTTGGCAAAGATGA
hPSMB5 GATGATCTGTGGCTGGGATA TTCCCTTCACTGTCCACGTA
hNFKB1 CTGGCAGCTCTTCTCAAAGC TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA
hFOXO03a CTCGAACCTCTGCGAACAC GATGGGCCCTTGTCACTTC
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Transfeccion celular

La linea celular NCI-H929 fue transfectada de forma transitoria mediante
nucleofeccion con diferentes oligos de siRNA (Tabla 7), los cuales fueron utilizados a
una concentracion final de entre 200 y 400 nM. Las células (10-15 millones) en
crecimiento exponencial se centrifugaron y fueron nucleofectadas con el dispositivo
Amaxa Nucleofector™ (Amaxa, Colonia, Alemania), utilizando el protocolo T-01
especificado por el fabricante para la transfeccion de dichas células. Tras la transfeccion,
las células fueron cultivadas entre 24-48 horas en medio completo, analizandose la
eficiencia del silenciamiento por citometria de flujo o por western blotting. Estos
transfectantes se usaron en ensayos de adhesion celular, analisis de la activacion de 1
utilizando el anticuerpo HUTS-21, RT-qPCR y ensayos de microscopia intravital (IVM).
La viabilidad de los distintos transfectantes fue comprobada mediante anélisis de ciclo
celular con ioduro de propidio y Anexina V-FITC, y ensayos de CCK-8.

Tabla 7. Relacion de los siRNAs utilizados.

siRNA Secuencia (5’-3’) Casa comercial
Control siRNA AUUGUAUGCGAUCGCAGACATdT Sigma-Aldrich
ICAP-1siRNA(1) CAGUGAGUUAACUCUCAAUATAT Sigma-Aldrich
ICAP-1 siRNA(2) GUGAGUUAACUCUCAAUGAATAT Sigma-Aldrich

Modelos in vivo de mieloma multiple

Para analizar la infiltraciéon de células de MM en la MO y la formacion de
plasmacitomas utilizamos ratones inmunodeprimidos NSG, los cuales fueron mantenidos
en condiciones de esterilidad y libres de patdgenos, con alimento y agua ad libitum, y
sometidos a un fotoperiodo 12/12. Toda la experimentacion desarrollada con estos
animales fue implementada siguiendo las directrices del Comité de Etica del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas.

Para los estudios de infiltracion en la MO de células de MM resistentes a BTZ, se
utilizaron las células RPMI-8226 y RPMI-8226-R7, siguiendo el protocolo establecido
(Gutiérrez-Gonzalez et al., 2016). Estas fueron incubadas durante 20 min a 37°C con
anticuerpos control (P3) o anticuerpos anti-o4 (ALC 1.63), a una concentracion de 50
pg/ml, previo a la inoculacion en los ratones. Las células (2 millones por grupo)
resuspendidas en 100 pl de medio RPMI 1640 en presencia de los anticuerpos
previamente especificados, fueron inyectadas en la vena de la cola de los ratones NSG,
utilizando entre 7 y 9 animales por grupo. El tratamiento con ambos anticuerpos se inicio
2 dias tras la inoculacién celular, administrandose via peritoneal cada 2-3 dias. Los
anticuerpos fueron preparados a una concentracion de 50 pg/ml en un volumen final de
150 pul de PBS. Estos animales fueron pesados y examinados de 2 a 3 veces por semana,
y cuando se observd una disminucién en su peso y posteriormente una paralisis de las
extremidades traseras, se sacrificé al conjunto de ratones utilizados. La MO fue extraida
y utilizada para el andlisis por citometria de flujo del porcentaje de células humanas
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(HLA"), ademas de la expresion de a4 por parte de estas células utilizando el anticuerpo
ALC 1.63, el cual reconoce esta proteina de origen humano. Estas muestras fueron
asimismo procesadas y utilizadas en ensayos de RT-qPCR para analizar la relacién entre
el mRNA para la GAPDH humana y la TBP murina.

Para los experimentos de formacion de plasmacitomas, se resuspendieron 1.5
millones de células NCI-H929 y NCI-H929-R20.1 en 200 pl de medio RPMI 1640, las
cuales fueron posteriormente inyectadas subcutdneamente en el flanco derecho de los
ratones. Estos fueron examinados diariamente con el fin de detectar el comienzo del
crecimiento tumoral, y las medidas de los tumores fueron tomadas cada 2-3 dias. El
tratamiento con BTZ (0.8 mg/kg) en DMSO empez6 el mismo dia en el que se detecto
inicialmente el crecimiento del tumor (aproximadamente dia 6), administrandose via i.p.
cada 2-3 dias, y tratando en paralelo con PBS/DMSO a otro grupo de ratones control. Los
ratones fueron sacrificados a los 19 dias de la inoculacién celular, los tumores extraidos
fueron pesados y medidos, y posteriormente utilizados para analisis por RT-qPCR.

Anélisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism 5. Los
valores aislados fueron excluidos de acuerdo al test de Grubbs. Dos grupos de datos
distribuidos de manera normal fueron comparados utilizando el test t-Student. Los
resultados fueron considerados como significativos cuando las diferencias encontradas
mostraban un p value menor que 0.05 (p<0.05). Las diferencias que resultaron no tener
significancia estadistica se denominan como ns. Cuando se trataba de una disminucioén y
las diferencias eran significativas, fueron representadas como ***p<0.001, **p<0.01 y
*p<0.05. En el caso de aumentos significativos, fueron representadas como **2p<0.001,
A8p<0.01 y p<0.05. En las gréaficas se representa la media poblacional, asi como el error
estandar (SEM), especificandose en la leyenda de la figura en el caso de representar la
desviacion estandar (SD).
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OBJETIVO 1: PAPEL DE ICAP-1 EN LA ADHESION LINFOCITARIA Y EN EL DESARROLLO
DEL SISTEMA INMUNITARIO. IMPLICACION DE ICAP-1 EN EL TRAFICO DE CELULAS DE
MIELOMA MULTIPLE

La activacion de las integrinas esta regulada por proteinas intracelulares que
interaccionan con los dominios citoplasmaticos de las subunidades 3. Como ya se ha
mencionado, la talina y las proteinas kindlin se unen a dicho dominio y actian como
reguladores positivos de la activacion de las integrinas y de la adhesion celular. Por el
contrario, ICAP-1 compite con talina y kindlin por la unién a la subunidad 1, por lo que
podria tener un papel negativo en dicha activacién.

La regulacion por ICAP-1 de la activacion de las integrinas fue inicialmente
demostrada en células epiteliales (Liu et al., 2000) y en osteoblastos (Bouvard et al.,
2007; Bouvard et al., 2003). Resultados preliminares del grupo del Dr. Joaquin Teixid6
mostraron un aumento de la activacién de integrinas 1 y de la adhesién dependiente de
o4B1 en células T humanas silenciadas para ICAP-1 (Tesis Doctoral, Soledad Isern de
Val, 2016). Utilizando ratones deficientes en ICAP-1, se observo que la ausencia de esta
proteina correlacionaba con un aumento significativo de la adhesién a VCAM-1 de
linfocitos de bazo de ratones ICAP-17- (KO) en comparacién con células de ratones
ICAP-1"* (WT). Este efecto pudo detectarse asimismo en ensayos de adhesién en
presencia de la quimioquina CXCL12. Colectivamente, estos datos sugirieron que ICAP-
1 regulaba negativamente la adhesion dependiente de a4f1 en linfocitos T primarios.

Posteriormente, se determind el papel de ICAP-1 en distintas etapas de la adhesién
leucocitaria, utilizando ensayos de adhesion en condiciones de flujo y determinacion del
spreading linfocitario. Estos experimentos indicaron que la falta de ICAP-1 se traducia
en un aumento de linfocitos adheridos de manera estable o realizando rolling, en
comparacion con células WT. Adicionalmente, aunque so6lo pudo llevarse a cabo un solo
experimento (n=1), los ensayos de adhesion en flujo indicaron que no existian diferencias
en el reforzamiento de la adhesién entre linfocitos ICAP-1** y ICAP-17". Asimismo, tanto
los linfocitos ICAP-17- como los WT mostraron cinéticas similares de spreading sobre
VCAM-1/CXCL12. En conjunto, estos resultados sugerian que ICAP-1 regula las
primeras etapas del proceso de adhesion linfocitaria dependiente de a4f31.

Dado que 0431 contribuye al trafico linfocitario, el cual juega un importante papel
en desarrollo, nos propusimos estudiar el efecto de la ausencia de ICAP-1 en la generacion
de células del sistema inmune. Para la obtencién de los ratones ICAP-17", se cruzaron
entre si ratones heterocigotos debido a la baja fertilidad mostrada por los ratones KO. La
descendencia fue genotipada por PCR convencional y los productos de la reaccién fueron
resueltos en geles de agarosa. El presente trabajo ha contado con la colaboracion de
Nohemi Arellano Sanchez, con una amplia experiencia en investigacion con animales de
experimentacion, y cuyo esfuerzo y dedicacién han sido muy importantes para el 6ptimo
progreso de este estudio.

En este objetivo se ha profundizado en el estudio de la regulacion de la adhesion
dependiente de a4f1 de linfocitos deficientes para ICAP-1, y se han analizado las
consecuencias de la falta de ICAP-1 en desarrollo y maduracion en timo, bazo y médula
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osea. Por otro lado, se ha caracterizado asimismo el papel desempefiado por ICAP-1 en
los procesos migratorios de las células de MM dependientes de la integrina a41.

Caracterizacion del fenotipo adhesivo de linfocitos deficientes en ICAP-1

Como ya se habia descrito con anterioridad (Bouvard et al., 2007), los ratones
ICAP-17"mostraban un tamafio bastante inferior a ratones ICAP-1"", y esta diferencia era
especialmente notable en ratones de 3 a 5 semanas de edad (Figura 16).

3-5semanas 8-10 semanas
ICAP-1**  ICAP-1" ICAP-1** ICAP-1-

]
Figura 16. Ratones ICAP-1"* y
ICAP-1"- en diferentes franjas de
edad.

En la Tesis Doctoral de Soledad Isern de Val (2016), se utilizé western blotting
para analizar la expresion de ICAP-1 en células de bazo de ratones ICAP-1"*, ICAP-1*"
y ICAP-1" (Figura 17).

% Bazo
Figura 17. Expresion de ICAP-1 en células de %b‘
bazo. Andlisis mediante western blotting de la © ++ +- --
expresion de ICAP-1 en bazo de los grupos ICAP-1 20
indicados. Se utilizaron las células bEnd.3 como
control positivo para la expresiéon de ICAP-1y B-actina - ‘ -

[-actina como control de carga (Tesis Doctoral
Soledad Isern de Val, 2016).

En el presente trabajo hemos analizado la expresion de talina y kindlin-3 mediante
western blotting utilizando células de bazo, sin detectar alteraciones significativas en sus
niveles de expresion ni en su migracion electroforética, entre ratones ICAP-1"* y ICAP-
17 (Figura 18).
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Bazo
ICAP-1:  +/+  ++  ++ - - Figura 18. Expresion de talina y
kindlin-3 en esplenocitos de ratones
Talina — — e RS ICAP-1"* y ICAP-1"-. Andlisis por
western blot de la expresién de talina y
Kindlin-3 S S s S S kindlin-3. Se utiliz6 pB-actina como

control de carga.

BraCliNG  mme—" i —

Utilizando citometria de flujo, determinamos los niveles de integrina 31 presente
en la superficie de diferentes poblaciones celulares del bazo. Mientras que no se
observaron diferencias en cuanto a la expresion de 1 en las poblaciones de células T
CD4" y CD8" entre ratones ICAP-1"* y ICAP-17, se detect6 un pequefio incremento,
aunque no significativo, de la expresion de B1 en células B220" deficientes en ICAP-1
(Figura 19).
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Figura 19. Expresion de B1 en la superficie de linfocitos de bazo de ratones ICAP-1*"*y ICAP-1". Se
representa la intensidad de fluorescencia detectada en ensayos de citometria de flujo en las poblaciones
esplénicas indicadas.

Por otra parte, detectamos un minimo, pero significativo, aumento en los valores
de intensidad de fluorescencia para a4 en linfocitos T CD8" de ratones ICAP-1"", en
comparacion con esplenocitos WT (1.8 y 1.5, respectivamente), mientras que para las
células B220" ICAP-1"" se observaba de nuevo un aumento de la expresién de a4 no
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significativo, en comparacion con las células control (Figura 20). En conjunto, estos
datos indican que la expresién de a4f31 es similar en linfocitos T y B de ratones ICAP-1"
"y ICAP-1*",
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3
0.0952

aN
#

-
1

Intensidad de fluorescencia (0.4)

o

ICAP-1*"* ICAP-1™

Figura 20. Expresion de a4 en la superficie de linfocitos de bazo de ratones ICAP-1"*y ICAP-1"". La
expresion de a4 fue analizada mediante citometria de flujo.

Para analizar si la falta de ICAP-1 alteraba la adhesion de determinadas
poblaciones del bazo, aislamos mediante seleccion negativa células T CD3" y células B
CD19" realizando, a continuacién, ensayos de adhesion estatica al fragmento
recombinante de la fibronectina que contiene la regién CS-1 (CS-1/FN), ya VCAM-1, en
ausencia o presencia de CXCL12. Los resultados mostraron que las células CD3" y
CD19" de ratones ICAP-1"" presentaban un aumento de la adhesién a ambos ligandos de
a4f1 en comparacion con la adhesion de las células de ratones ICAP-1** (Figura 21A).
Confirmando la especificidad de la union de ICAP-1 a la subunidad (31, pero no a la 32
(Zhang & Hemler, 1999; Chang et al., 1997), no se detectaron cambios significativos en
la adhesion de esplenocitos a ICAM-1 (Figura 21B), un ligando de la integrina al.32, ni
en ausencia ni en presencia de CXCL12.
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Figura 21. Adhesion de células de bazo de ratones ICAP-1*""y ICAP-1"" a ligandos de a4f1 y de aLp2.
(A) La adhesion de células T CD3" y B CD19" fue llevada a cabo durante 20 minutos a 37°C en condiciones
estaticas (n=3). (B) La adhesion de esplenocitos totales a VCAM-1 e ICAM-1 co-inmovilizados en ausencia
o presencia de CXCL12 se realiz6 en las mismas condiciones que en (A) (n=3-6). En ambos apartados, las
barras de error representan la SD.

Estos resultados, junto con datos previos de nuestro grupo mostrando que los
linfocitos ICAP-17- poseen mayor adhesién a VCAM-1/CXCL12 en condiciones de flujo
que los linfocitos WT (Tesis Doctoral, Soledad Isern de Val, 2016), resaltan el papel
inhibitorio de ICAP-1 en la adhesién linfocitaria mediada por la integrina a41.

Para determinar si ICAP-1 regula la activacion de integrinas 1 en linfocitos,
llevamos a cabo experimentos de inmunofluorescencia con linfocitos ICAP-1**y ICAP-
17~ de bazo utilizando el anticuerpo monoclonal 9EG7, el cual reconoce un epitopo en la
subunidad 1 de células de rat6n cuando ésta se encuentra en una conformacion de alta
afinidad (Lenter et al., 1993). Para ello, adherimos esplenocitos a poli-L-lisina o a
VCAM-1 y analizamos la union de dicho anticuerpo, observando que la ausencia de
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ICAP-1 en linfocitos estaba asociado a un aumento de la activacién de la integrina 31
(Figura 22). Estos resultados estan en consonancia con la regulacion negativa que ICAP-
1 tiene sobre la activacién de integrinas 1 y que habia sido observado previamente en
osteoblastos deficientes en ICAP-1 (Bouvard et al., 2007).

poli-L-Lisina VCAM-1

150000+ 15000+
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100000+ ° 10000

%o
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Intensidad de fluorescencia
)
00

Intensidad de fluorescencia

ISOTIPO 9EG7 ISOTIPO 9EG7 ISOTIPO 9EG7 ISOTIPO 9EG7

I | I | I | I |
I 1 I 1 r

ICAP-1*/* ICAP-1* ICAPA**  ICAP-I™

Figura 22. Analisis de la activacién de integrinas B1 en linfocitos ICAP-1*"*y ICAP-1". El andlisis de
la unién del anticuerpo anti-B1 9EG7 a esplenocitos totales adheridos a poli-L-lisina 0 VCAM-1 fue
realizado mediante microscopia de fluorescencia. Se muestra la intensidad de fluorescencia cuantificada
para cada uno de los esplenocitos analizados.

Puesto que ICAP-1 regulaba la activacion y la adhesién linfocitaria de las
integrinas (1, analizamos el efecto de su ausencia en la migracion de esplenocitos a
diferentes 6rganos linfoides. Para ello, marcamos diferencialmente esplenocitos ICAP-
1*"* y ICAP-1"" con marcadores vitales, y los inyectamos intravenosamente a una relacién
1:1 en ratones ICAP-1"". Resultados previos han mostrado que una gran parte de los
linfocitos que entran en el bazo se liberan en la zona marginal (MZ), un nicho donde se
expresan VCAM-1 e ICAM-1 (Pillai & Cariappa, 2009; Nagasawa, 2006; Lo et al., 2003).
Ambas proteinas son necesarias para la retencion de células B en la MZ al interaccionar
con o4B1 y al.B2, respectivamente, aunque diferentes estudios revelaron que a4p1 no
desempefia un papel importante en la migracion de linfocitos al bazo (Hartmann et al.,
2009; Lo et al., 2003; Berlin-Rufenach et al., 1999). El analisis de la migracion
competitiva hacia el bazo de esplenocitos marcados reveld solo un pequefio aumento en
la migracion de células ICAP-17- comparado con células WT, mientras que el nimero de
esplenocitos que migraron a ganglios linfaticos (NL) o que permanecieron en la sangre
periférica (PB, peripheral blood) se redujo ligeramente (Figura 23). Estas pequefias
diferencias en migracion reflejan probablemente el hecho de que a4f31 parece no jugar
un papel relevante en la migracion linfocitaria a bazo.
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Figura 23. Analisis de la migracion de esplenocitos ICAP-1*"* y ICAP-1". Linfocitos de bazo de ratones
ICAP-1*"* y ICAP-1"" fueron marcados con CFSE y Far Red, y se inyectaron por via intravenosa en ratones
ICAP-1*"* en una proporcién de 1:1. Las células que migraron a bazo y NL, o permanecieron en sangre
periférica (PB), fueron cuantificadas por citometria de flujo. Los datos se refieren a la migracion de células
WT, a las que se les asigné un valor de 1 (n=6).

Dado que las integrinas o4 facilitan la migracién de linfocitos T a peritoneo
inflamado por tioglicolato (TG), posiblemente mediante la interaccién entre a4f1 y
VCAM-1 (Arroyo et al., 2000), nos planteamos la posibilidad de que la falta de ICAP-1
pudiera alterar la capacidad migratoria de las células T hacia el peritoneo inflamado. Por
ello, provocamos peritonitis en ratones ICAP-1"* y ICAP-17" inyectando TG v,
posteriormente, analizamos la capacidad de infiltracion de las células T CD4" y CD8" en
el peritoneo de estos animales. Los resultados mostraron que no existian diferencias entre
el nimero total de células infiltradas en esta cavidad al comparar ratones ICAP-1"" y
ICAP-17" (datos no mostrados). Aunque detectamos pequefios cambios en el nimero de
células CD4" y CD8" que habian migrado al peritoneo, estas variaciones no resultaron ser
estadisticamente significativas (Figura 24).
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Figura 24. Infiltracion de células T en modelos de peritonitis en ratones ICAP-1*"* y ICAP-1"". Tras
24 h de la administracién del TG, se analizaron mediante citometria de flujo las poblaciones de células T
(CD4* y CD8") que infiltraron el peritoneo. Se representa la induccién de la infiltracion celular del
peritoneo de los ratones que recibieron TG frente a los que recibieron PBS (n=6-9).
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La ausencia de ICAP-1 afecta al desarrollo de las células T CD8* de timo

Para caracterizar el sistema inmune en ratones deficientes en ICAP-1, iniciamos
nuestro estudio con el timo, un 6rgano linfoide primario al que llegan células progenitoras
del linaje T desde la médula 6sea, y que acaban diferenciandose en linfocitos T maduros.
Pudimos observar que el tamafio de los timos ICAP-1""era menor que el de los ratones
ICAP-1""* (Figura 25A), lo cual era especialmente evidente al comparar los timos de
ratones de 3-5 semanas de edad, aunque también fue detectada en timos de ratones de 8-
10 semanas (Figura 25A). Este menor tamafio se tradujo en una disminucion del nimero
de células totales en timos de ratones KO, en comparacion con timos de ratones WT
(Figura 25B).
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Figura 25. Tamafio y celularidad de timos de ratones ICAP-1"*y ICAP-1". (A) Fotografias de timos
procedentes de ratones ICAP-1"* y ICAP-17-. (B) Numero de células totales de los timos de estos grupos
de ratones. Los datos se muestran referenciados a los animales ICAP-1""*, a los que se les dio un valor de
100 (n=11-18).

Posteriormente, demostramos que ICAP-1 no se expresaba en células de timos de
ratones ICAP-1"", en ambos rangos de edades (Figura 26).
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Notablemente, al comparar mediante citometria de flujo la distribucion de
poblaciones celulares timicas entre ratones ICAP-17" y ICAP-1"*, detectamos una
disminucion significativa de los porcentajes de células CD8" SP (single positive) en los
ratones ICAP-17- (Figura 27). Por el contrario, no hallamos diferencias entre las
poblaciones CD4 CD8 DN (double negative), CD4"CD8" DP (double positive) y CD4"
SP, lo que sugiere un defecto especifico en la generacion de células CD8" SP.
Consecuentemente, aunque la celularidad de las poblaciones DP y CD4"y CD8" SP estaba
disminuida en los timos ICAP-17", lo que reflejaba la reduccién de la celularidad total
timica, la disminucién fue particularmente evidente en las células CD8" SP. Estos
resultados sugieren que la falta de ICAP-1 altera especificamente la seleccion y el
desarrollo intra-timico desde la poblacién DP a la CD8" SP.

CD4'CD8 cp4‘cps’
4- 100
@ W —M’—
@
3 0@ g 801
2 ° 2
8 'S 60+
R e £
8 840+
= | %00 ®00°® =
20
0 T v 0 r r
ICAP-1** ICAP-1" ICAP-1** ICAP-1™-
+
CD4 cps*
154 34 *kk
)
Z10- o 8 2 ®e
3 P 5 =
o LY o
1= _‘-ﬁ_ % £ ..
© ° o o® e
32 5- ° o® 2 1 o ® o
....
0 0
ICAP-1*"* ICAP-17 ICAP-1** ICAP-17
CD4'CDS’ cp4‘cps’ 4 +
cD CD8
150 150 150 150
< ns < 0,0585 9 o < ik
Y o Y Y
£ 100 £ 100 = 2
3 3 8 ki
S S 3 ]
° 504 ° 50 4 [
g £ £ £
S S S =
= 2 =z =z
i i 04 0-
ICAP-1*""* ICAP-1" ICAP-1** ICAP-1™ ICAP-1** ICAP-17 ICAP-1** ICAP-17

85



RESULTADOS

CD4'CD8 cp4'cps’
104 100
) ° L rY)
8- ° 80-| 'iﬁ.“' VoS
g . g ° °
'S 6 R 'S 60
£ o £
(5] a (] 4
£ egoe — g®
2 % :‘: 20
03:.0 °
[1} 0
ICAP-1** ICAP-1" ICAP-1** ICAP-1"
+ +
CD4 CD8
154 4- *
(9]
) : 34 ° °
S 104 o 0 3 ° .
£ % £ 2 00
@ ®oeg0 °, © ®o0 ij--rb
;g 54 e® o :" 0:
14 °°
0
ICAP-1** ICAP-1" ICAP-1*"* ICAP-1"
- - + +
cD4'CD8 CD4'CD8 co4' cps’
200 150 150 150
= < g 9 ns
X 8 < <
& 150 Y @ s
3 3 1004 E El
k) @ o ‘@
e 2 50 2 4
£ 50- £ £ £
S S S =
=z 4 = =
i 0- 0-
ICAP-1** ICAP-17 ICAP-1** ICAP-17 ICAP-1*""* ICAP-1* ICAP-1** ICAP-17

Figura 27. Caracterizacién de poblaciones celulares en los timos de ratones ICAP-17"y ICAP-1""*, Se
representan los porcentajes para cada una de las poblaciones analizadas por citometria de flujo, asi como
las medias del niimero de células referenciadas a los obtenidos para los ratones ICAP-1**, a los que se les
asign6 un valor de 100 (n=5-10). Se muestran los datos obtenidos para timos de ratones de 3- 5 semanas
(A) y de 8-10 semanas (B).

La expresion del CD69 es un rasgo caracteristico durante el inicio del proceso de
seleccion positiva de timocitos que tiene lugar en el estadio TCRap” CD4"CD8", y que
se traduce en la generacion de timocitos CD4"y CD8" SP (Hare et al., 1999; Vanhecke et
al., 1997; Yamashita et al., 1993) . Para analizar la expresion de CD69 en ratones ICAP-
17", iniciamos una colaboracién con las Dras. Maria Luisa Toribio y Patricia Fuentes,
pertenecientes al Centro De Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO, Madrid). De
manera notable, observamos una clara reduccién de los porcentajes de células CD69" en
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la poblacién TCRoaf3* CD8* SP en los ratones ICAP-17-, en comparacién con los ratones
WT (Figura 28). Detectamos asimismo una reducciéon de la poblacion TCRaf"
CD4'CD69", si bien la diferencia fue mucho menor. Estos datos confirman que la falta
de ICAP-1 afecta la seleccion positiva de las células CD8" SP, por tanto, indicando que
ICAP-1 regula el desarrollo de las células T CD8".
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Figura 28. Expresion de CD69 y TCRap en timocitos CD4* y CD8" de ratones ICAP-1*"*y ICAP-1"-,
La expresion de CD69 y TCRaf fue analizada por citometria de flujo. Se representa tanto la distribucién
de las poblaciones celulares en forma de graficas de densidades (izquierda), asi como la cuantificacién de
la expresion de CD69" en células TCRoaBf*CD4" y TCRap*CD8" de ratones de 3-5 semanas de edad
(derecha, n=4).

El estudio de proliferacion celular mediante anélisis de la expresién por citometria
de flujo de Ki67 revel6 que no existian diferencias significativas de proliferacion entre
las diferentes poblaciones celulares del timo comparando ratones ICAP-1""y WT (Figura
29).

CD4-CD8& CD4*CD8* CcD4+ cD8*
k4 w 0
3 . .
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:T o w w©
ol 3. . o .
w
Ki67

Figura 29. Analisis de la tasa de proliferacion de diferentes poblaciones celulares timicas de ratones
ICAP-1*"*y ICAP-1". Las tasas de proliferacién fueron analizadas mediante citometrfa de flujo utilizando
un anticuerpo frente a Ki67. Se presentan histogramas de las diferentes poblaciones celulares del timo, para
cada grupo de ratones. Se muestra un resultado representativo de 4 experimentos.
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A continuacién, examinamos el fenotipo adhesivo de células de timo de ratones
deficientes en ICAP-1. De modo similar a lo que observamos en bazo, ensayos de western
blotting revelaron que la falta de expresion de ICAP-1 en células de timo no afectaba a la
expresion y la migracion electroforética de talina, kindlin-3 y B1 intracelular (Figura 30).

Timo
3-5 semanas 8-10 semanas Figura 30. Expresién de talina,
H+ - -+ HE - - kindlin-3 y Bl en timocitos de
Talina s = == W o 8 0 - ratones ICAP-1"* y ICAP-1". La
kindin-3 1 T B B s = expresion fue anahz‘ada por western
B-actina o an & — blot en muestras de timo de ratones de
diferentes edades. Se utiliz6 [B-actina
B1 - o - = : = = = como control de carga.
B-acting == m—— e — - — ——

Experimentos de citometria de flujo revelaron niveles similares de expresion de
B1 en la membrana de diferentes subpoblaciones de timocitos de ratones ICAP-17"y WT,
aunque pudimos detectar una tendencia hacia aumentos moderados de expresion de 31 en
células DN y CD8" SP de ratones de 3-5 semanas, pero no en ratones de 8-10 semanas
(Figura 31). La adhesién mediada por o431 contribuye a la localizacion de diferentes
poblaciones de timocitos en los distintos compartimentos del timo (Salomon et al., 1997).
Sin embargo, utilizando diferentes modelos de raton deficientes para integrinas o4 se ha
concluido que la diferenciacion de las células T en el timo no es dependiente de a4f1
(Bungartz et al., 2006; Gribi et al., 2006; Arroyo et al., 1996).

Posteriormente, realizamos ensayos de adhesion de timocitos totales (85-90%
CD4"CD8") a CS-1/FN, observando niveles de adhesion similares entre timocitos ICAP-
1** y ICAP-17", independientemente de si la adhesion se llevé a cabo a tiempos cortos (2-
4 min) (Figura 32) tras una corta centrifugacién, o a tiempos mas largos (20-30 min) (no
mostrado).
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Figura 31. Expresién de 1 en la membrana de timocitos. La expresion de 1 en timocitos de ratones de
3-5 (A) y 8-10 semanas (B) fue analizada mediante citometria de flujo.
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Figura 32. Ensayos de adhesion de
timocitos a CS-1/FN. Los timocitos
totales obtenidos de ratones ICAP-1"* y
ICAP-1" fueron analizados en ensayos de
adhesion al fragmento recombinante CS-
1/FN de la fibronectina (n=8). Las barras
de error representan la SD.

D
o

Adhesion celular (variacion)
& 8

N
o

o

3-5 semanas 8-10
semanas

El correcto trafico y localizacién de los timocitos en las diferentes regiones del
timo es asimismo dependiente de quimioquinas, las cuales contribuyen a que los timocitos
en diferentes estadios de diferenciacion reciban los estimulos correctos para optimizar el
proceso de la timopoyesis (Lopez-Cotarelo et al., 2017; Schulz et al., 2016; Love &
Bhandoola, 2011). Los receptores CCR7, CCR9 y CXCR4 se expresan de manera
diferencial en distintas subpoblaciones timicas, por lo que comparamos su expresion
mediante citometria de flujo en timocitos de ratones ICAP-17" y ICAP-1*"*. CCR7
interacciona con las quimioquinas CCL19 y CCL21, expresadas en la médula, y regula la
migracion de timocitos desde el cortex hacia la médula tras realizarse la seleccién positiva
(Kwan & Killeen, 2004; Ueno et al., 2004). La expresion de CCR7 mostr6 una pequefia
reduccién en la poblacion CD4" SP de timos ICAP-1"-, mientras que no se detectaron
variaciones en las deméas poblaciones analizadas (Figura 33A, B). CCR9 interacciona
con la quimioquina CCL25, y facilita el trafico de células DN a la region subcapsular del
timo (Uehara et al.,, 2002; Carramolino et al., 2001), mientras que la union
CXCR4/CXCL12 contribuye a la retencion de la subpoblacion DP en el cortex (Suzuki
et al., 1999; Berkowitz et al., 1998). No se observaron alteraciones en la expresion de
CCR9 comparando poblaciones celulares ICAP-17" y ICAP-1""* (Figura 33A, D), y
CXCR4 se detecto especialmente en las células DP, con niveles similares en células
deficientes para ICAP-1 o WT (Figura 33A, C). Dado que sélo se detectaron cambios
minimos en la expresion de receptores de quimioquinas en las diferentes subpoblaciones
de timocitos en ratones deficientes en ICAP-1, los resultados sugieren que la alteracion
en el desarrollo de las células CD8" observada en dichos ratones no parece deberse a
alteraciones en el trafico de los timocitos entre diferentes regiones timicas. Sin embargo,
no podemos excluir que posibles variaciones en la expresion de CCL19/21 y/o CXCL12
en los ratones ICAP-1"" pudiera perturbar la migracién de los timocitos e influenciar su
desarrollo.
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Ademas de unirse a 1, lo que le proporciona una localizacién en la membrana
plasmatica celular, ICAP-1 contiene una secuencia de localizacion nuclear que facilita su
exportacion al nicleo (Draheim et al., 2017; Fournier et al., 2005). Notablemente, ICAP-
1 mostré una distribucién nuclear preferencial en la poblacién total de timocitos, en
comparacion con los esplenocitos, los cuales mostraron pequefias diferencias entre la
distribucion citoplasmatica y nuclear (Figura 34). Estos resultados abrieron la posibilidad
a valorar una implicaciéon de ICAP-1 en el nicleo durante el desarrollo de células CD8"
SP.

3-5semanas 8-10 semanas
Citosol Nucleo Citosol Nicleo Citosol Nucleo Citosol Nucleo
W1 WT2  WT1 WT2  WT1 WT2  WT1 WT2 WT1 WT2  WT1 WT2  WT1 WT2  WT1 WT2
ICAP-1 - o %W '- - B - -
SAViB - et >® oo
Vinculing N S — — — c— —
Timo Bazo Timo Bazo

Figura 34. Distribucién celular de ICAP-1. Expresiéon de ICAP-1 en las fracciones citosélica y nuclear.
Utilizamos SAM68 como control de carga para la fraccién nuclear; y vinculina, para la fraccién citosélica.

De modo notable, en ensayos de RT-qgPCR observamos que la expresién de
RUNX3, un factor de transcripcién requerido para la generacién de células CD8" (Park &
Saint-Jeannet, 2010; Egawa et al., 2007; Taniuchi et al.,, 2002), se redujo
significativamente en ratones deficientes en ICAP-1, mientras que la expresion de
THPOK, GATA3 y SOCSI1, factores de transcripcion que controlan la produccion de
células CD4" (Luckey et al., 2014; Singer et al., 2008; He et al., 2005; Chong et al.,
2003), fue comparable entre las células ICAP-1"" y las células control (Figura 35).
Observamos asimismo una tendencia a la disminucién de la expresion en las células
ICAP-17"de IL-7R, un regulador de Runx3 (Tani-ichi et al., 2013; Park et al., 2010; Yu
et al., 2003), pero dicha disminucién no alcanzé significacion estadistica (Figura 35).
Adicionalmente, no detectamos variaciones en la expresion de ETSI (Figura 35). La
expresion de c-MYC, cuyo promotor demostr6 ser una diana de ICAP-1 en el ntcleo
(Fournier et al., 2005), fue similar entre células control y deficientes en ICAP-1 (Figura
36).
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Figura 35. La expresion de Runx3 esta reducida en el timo de ratones ICAP-1"", (A) Andlisis mediante
RT-qPCR de la expresion de diferentes moléculas implicadas en el desarrollo de timocitos CD4" y CD8"
SP. Se utilizé6 como referencia el mRNA para TBP, y los datos se muestran normalizados a la poblacién
WT, a la que se asigné un valor de 1 (n=3-4). (B) Andlisis mediante western blotting de la expresion de
Runx3 en timocitos totales (n=3). Se utiliz6 GAPDH como control de carga.

c-MYC

Figura 36. Analisis de la expresion de c-MYC en el timo de
ratones ICAP-17". La expresién de ¢-MYC fue analizada
mediante RT-qPCR. Se utiliz6 el mRNA de TBP como
referencia (n=4).
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Disminucién de la poblacién de células CD8* en bazos de ratones ICAP-1--

De manera similar a lo que observamos en timo, los bazos de los ratones ICAP-1"
’ de 3-5 semanas tenian un tamafio menor que el de los animales control (Figura 37A).
A su vez, el nimero total de células de bazo y nddulos linfaticos result6 ser asimismo
menor en dichos ratones ICAP-17", pero estas diferencias no se detectaron en estos
organos linfoides en ratones de 8-10 semanas (Figura 37B, C).

93



RESULTADOS

A QS\* <23{\' QS\* <23{\' B  Bazo (3-5 semanas) Bazo (8-10 semanas)

\(,V' \(,‘? \(:V’ \(}? 125- o 125-
= 100- = 100-

(7] (7]

K s
% 75- § 75-

3 3
S 50- S 50-

5 5
E a5 E a5

= =
3-5semanas  8-10 semanas | |

ICAP-1** ICAP-1™" ICAP-1** ICAP-1"
C NL (3-5 semanas) NL (8-10 semanas)
125+ 125+

*%

100+ 100+

75 75

50+ 50+

25+

Numero de células (%)
Numero de células (%)

25+

ICAP-1*"* ICAP-1* ICAP-1** ICAP-17

Figura 37. Tamafio y celularidad de bazos y NL de ratones ICAP-1*"* y ICAP-17-. (A) Fotografias
representativas de bazos de ambos grupos de ratones en los dos rangos de edades. Celularidad total en bazo

(B) y en NL (C) de ratones ICAP-1"- en relacién a los WT, a los que se les asign6 un valor de 100 (n=13-
17).

Puesto que habiamos detectado una reduccion en la proporcion de células CD8"
SP en los timos de ratones ICAP-17", analizamos los niveles de esta poblacién, tanto en
bazo como en NLs. En ambos organos linfoides detectamos una disminucién de los
porcentajes de células CD8" en los ratones ICAP-1"" comparando con los ratones control,
tanto en animales de 3-5 como de 8-10 semanas de edad (Figura 38). En el caso de estos
ultimos, observamos que la disminucién de la frecuencia de las células CD8" se
correlacionaba con un leve aumento de la poblacién de células CD4" (Figura 38). No
observamos diferencias significativas en la poblacién de neutréfilos CD11b*Gr1*
presentes en bazos de ratones adultos ICAP-17" y ICAP-1"* (Figura 39).
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Figura 38. Disminucién de los porcentajes de células CD8" en bazo y NL de ratones ICAP-1", Andlisis
mediante citometria de flujo de la distribucion de células CD4* y CD8" en bazo (A) y NL (B) en ratones

ICAP-1"*y ICAP-17.
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CD11b'Gr1*
21 ° Figura 39. Analisis por citometria de flujo de la
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El anélisis de la distribucion de poblaciones de células T en sangre periférica
revel que los ratones ICAP-1"7" de 3-5 semanas de edad mostraban un pequefio pero
significativo aumento en la frecuencia de células CD8", lo cual no se observé en ratones

de 8-10 semanas (Figura 40).
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Figura 40. Distribucién de células CD4" y CD8" en sangre periférica. Se muestran los porcentajes de
células CD4* y CD8" en ratones ICAP-1*""y ICAP-1" de distintas edades. El analisis fue realizado mediante

citometria de flujo.
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En linea con el incremento de expresion de la subunidad 31 en poblaciones timicas
de ratones ICAP-17, detectamos asimismo un aumento de la expresién de 1 en la
membrana de células CD4" y CD8" en bazos de ratones ICAP-17" de 3-5 semanas (Figura
41), sin encontrar diferencias en la expresiéon de la subunidad o4 (datos no mostrados).
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Figura 41. Expresion de B1 en las poblaciones celulares CD4" y CD8" de bazo. Analisis mediante

citometria de flujo de la expresién de 1 en células T procedentes de bazos de ratones de 3-5 semanas de
edad.

Distribucion normal de poblaciones de células madre y progenitoras hematopoyéticas en
médula ésea de ratones ICAP-1-

ICAP-1 se expresa en células madre hematopoyéticas de MO (Hematopoietic Stem
Cells, HSC) (Chen et al.,, 2016) (Gene Expression Commons, GEO GSE77078,
http://gexc.stanford.edu). Para determinar si la falta de ICAP-1 afectaba a la frecuencia
de las poblaciones de HSC y progenitoras hematopoyéticas (Hematopoietic Progenitor
Cells, HPCs) presentes en la MO, realizamos ensayos de citometria de flujo para clasificar
y caracterizar los diferentes estadios de diferenciacién (Figura 42).

Lin-Sca-1*c-Kit* Figura 42. Esquema del
HSC MPP1 MPP2 MPP3 MPP4 programa de diferenciaciéon

/\ /\ m de HSC S y HPC S. S e
Q . Q O Q muestran los marcadores que
U U U determinan el estadio de

diferenciacién de las células

CD34 CD34* CD34* CD34* DM HSPCs en MO, desde las més
CD48 CD48 CD48* CD48* CD48* stem hasta los progenitores
CD150¢ CD150¢ CD150¢ CD150- CD150-  que derivarén en diferentes
CD135 CD135 CD135 CD135 cD135+  linajes hematopoyéticos.

97


http://gexc.stanford.edu/

RESULTADOS

Este estudio fue desarrollado durante el periodo de estancia predoctoral en el
laboratorio del Dr. Reinhard Féssler, en el Departamento de Medicina Molecular del Max
Planck Institute of Biochemistry, en Munich, Alemania. Los experimentos se realizaron
con la ayuda y tutela del Dr. Peter Krenn. Comenzamos seleccionando la poblacién
celular HSC que no estaba determinada hacia los distintos linajes hematopoyéticos en la
MO. Para ello, utilizamos una combinacién de anticuerpos frente a marcadores celulares
especificos de diferentes linajes hematopoyéticos: CD3, CD45R/B220, CD11b, TER-119
and Ly-G6/Gr-1, y seleccionamos aquellas células que no reaccionaban con estos
anticuerpos, denominandolas “células negativas de linaje” (Lineage’, Lin’). Esta
poblacién comprendia tanto las células HSCs como las HPCs, por lo que caracterizamos
ambos grupos celulares en ratones control y deficientes en ICAP-1. Los resultados
revelaron que no existian diferencias significativas en la distribucién de la poblacién
pluripotente de células LSK (Lin'Sca-1"c-Kit") entre ambos grupos de ratones (Figura
43).

Células LSK Figura 43. Caracterizacion de la poblacién
0.6- HSCs en MO de ratones ICAP-1"" y ICAP-1*",
o °® Los progenitores hematopoyéticos de MO fueron

° ®

04 o % retira(;los . ,de los. analisis utilizan,do una
—:I;_— 3 combinacién de anticuerpos frente a antigenos de
superficie especificos para los distintos linajes
0.2- hematopoyéticos. Posteriormente, las células LSK
fueron analizadas mediante citometria de flujo.
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A continuacién, analizamos la expresién de los marcadores CD150 y CDA48,
también conocidos como SLAMF1 y SLAMEF2, respectivamente. Las células madre
capaces de derivar hacia los diferentes linajes hematopoyéticos de la MO expresan
CD150 pero no CD48 (Figura 42) (Kim et al., 2006; Kiel et al., 2005). De esta manera,
seleccionamos la poblacion celular CD48'CD150" temprana en la diferenciacion
hematopoyética para diferenciarla de las células progenitoras. Los analisis mostraron que
no habia variaciones remarcables en esta poblacion comparando muestras de ratones
ICAP-1""* y ICAP-17 (Figura 44). Asimismo, tampoco detectamos alteraciones en las
poblaciones de células progenitoras analizando cada una de las etapas del proceso de
diferenciacion. Asi, ni las poblaciones celulares en el estadio MPP1 (Lin'Sca-1"c-
Kit"CD34"CD48°CD150"), ni en MPP2 (LinSca-1"c-Kit"CD34"CD48"CD150"), o en
MPP3/4 (Lin'Sca-1"c-Kit"CD34"CD48"CD150"), exhibieron diferencias notables entre
ratones ICAP-1"* y ICAP-17" (Figura 44). Todos estos resultados indican que la falta de
ICAP-1 no causa un enriquecimiento ni una pérdida de poblaciéon HSPCs en ninguna
etapa a lo largo del programa de diferenciacion.
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Figura 44. Analisis de las poblaciones de HPCs en MO de ratones deficientes en ICAP-1. Tras retirar
del andlisis los progenitores de MO mas diferenciados mediante anticuerpos frente antigenos especificos
de los distintos linajes hematopoyéticos, se analizé la poblacion HSC/MMP1 (LSK-CD48 CD150%) de
ratones ICAP-1"* y ICAP-1"". Se muestra asimismo el anlisis de las poblaciones MPP2 y MPP3/4.

La linfopoyesis B en médula ésea no se altera por la ausencia de ICAP-1

El andlisis de la frecuencia de células B220" en MO revel6 valores similares entre
ratones ICAP-1"* y ICAP-1"- (Figura 45A), y los niveles de expresion en la superficie
de estas células de la subunidad 1 de la integrina fueron comparables entre ambos grupos
de ratones (Figura 45B).

A B220" B B220"

44 o® 0®

% de células
N
<
.
%HQ °
Intensidad de fluorescencia (1)
N

0
ICAP-1** ICAP-17 ICAP-1** ICAP-1"

Figura 45. Caracterizacion de la poblacion de células B220* en médula ésea de ratones deficientes en
ICAP-1. Analisis de la expresion de la subunidad 1 en células B220*. (A) Los porcentajes de células
positivas para B220* en MO de ratones de 8-10 semanas fueron determinados mediante citometria de flujo.
(B) Se muestra la expresion de la subunidad 1 en células B220" de MO.

99



RESULTADOS

Posteriormente analizamos si el desarrollo de las células B (Figura 46) se veia
afectado en ratones ICAP-17". Dicho anélisis se llevé a cabo en colaboracién con la Dra.
Yolanda Carrasco y Sofia R. Gardeta, del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB,
Madrid).

Células B
Pre-Pro-B Pro-B Pre-B Inmadura Madura
(N
00 @ 0 @
B220* B220* B220* B220* B220*
CD19 CD19* CD19* CD19* CD19*
CD25 CD25 CD25* CD25 CD25
CD43* CD43* CD43- CD43 CD43
IgM- IgM- IgM- IgM* IgM*
IgD IgD- lgD- IgD- IgD*i

Figura 46. Esquema del programa de diferenciacion y maduracion de células B. Se muestran los
marcadores que hemos utilizado para determinar el estadio de diferenciacion de las células B en MO, desde
las células mas progenitoras hasta las células maduras.

En base a los niveles de expresiéon de B220/CD43 y B220/CD25, no se
encontraron diferencias significativas en la distribucion de las poblaciones pro-B y pre-
B, ni tampoco en la frecuencia de células inmaduras y maduras recirculantes, de acuerdo
a su expresion de IgM e IgD (Figura 47).

Asimismo, no hallamos diferencias destacables cuando comparamos los
porcentajes de neutréfilos CD11b"Grl" o de células T CD8" en la MO de ratones ICAP-
1"y ICAP-1"" (Figura 48A), mientras que detectamos una pequefia reduccion en la
frecuencia de células CD4" (Figura 48B). Desconocemos, por el momento, la base de
esta disminucion.

En conjunto, estos resultados indican que la linfopoyesis B en médula 6sea no esta
afectada por la falta de ICAP-1.
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Figura 47. Diferenciacion de células B en la médula ésea de ratones ICAP-1", Tras seleccionar la
poblacién CD19*B220* de células de la MO por citometria de flujo, analizamos la expresién de los
marcadores CD43 y CD25, e IgM e IgD. Se muestra un analisis representativo de cada grupo de ratones
(A), asi como la media de los porcentajes obtenidos para cada poblacién (B) (n=4-5).
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Los ratones ICAP-17- muestran alteraciones en la frecuencia de células marginales y

foliculares del bazo

Los porcentajes de células B220" en bazo, NL y sangre periférica mostraron
valores similares entre ratones ICAP-17" y ICAP-1"* (Figura 49).
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Figura 49. Analisis de la frecuencia de células B220* en 6rganos linfoides y sangre periférica de
ratones ICAP-1", Los porcentajes para la poblacién de células B220* presente en bazo (A), NL (B) y PB

(C), fueron obtenidos mediante citometria de flujo.

Reflejando la reduccion de la celularidad en los bazos de ratones ICAP-17" de 3-5
semanas de edad, detectamos una disminucion del numero total de células B220" en el
bazo de estos animales, pero no en ratones de 8-10 semanas (Figura 50).
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El andlisis de la expresion de B1 en las células B220" de bazo de ratones de 3-5
semanas revel6 un moderado aumento en la intensidad de fluorescencia para células
ICAP-1"" en comparacién con las células control, mientras que no se observaron
diferencias en la expresion de la subunidad o4 entre ambos grupos de ratones (Figura
51).
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Figura 51. Analisis de la expresion en superficie de las subunidades 1 y a4 en células B220* de bazos
de ratones ICAP-1"* y ICAP-1". Se representa la intensidad de fluorescencia para dichos marcadores
detectada en células B220" de bazos procedentes de ratones de 3-5 semanas de edad.

Las células B maduran secuencialmente en el bazo, transformandose en células B
foliculares maduras (FO) o células B de la zona marginal (Marginal Zone, MZ) (Tedford
etal., 2017; Pillai & Cariappa, 2009). Estas ultimas expresan cantidades elevadas de IgM
en su superficie y bajos niveles de IgD, y no recirculan entre 6rganos linfoides y sangre,
pero pueden desplazarse desde la zona marginal a los foliculos del bazo (Arnon et al.,
2013; Pillai & Cariappa, 2009). Por contra, las células FO migran a los foliculos y
presentan un fenotipo recirculante, expresando niveles medios-altos de IgM, y altos
niveles de IgD. El estudio de la expresion de IgM e IgD reveld que los porcentajes de
células B CD19" presentes en bazo que expresan IgM"8"/IgD!¥, un fenotipo de células
MZ, es menor en ratones ICAP-17" que en ratones control (Figura 52). Por el contrario,
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la poblacién IgM™°w/IgDM con fenotipo FO, aparecia aumentada en los ratones
deficientes en ICAP-1 (Figura 52).
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Figura 52. Analisis de la distribuciéon de las poblaciones de células MZ y FO basado en la expresién
de IgM e IgD. Los porcentajes representados para cada una de las poblaciones fueron determinados en
ensayos de citometria de flujo, utilizando anticuerpos frente a IgM e IgD.

Posteriormente, evaluamos las poblaciones celulares MZ y FO basandonos en los
niveles de expresion de CD21 y CD23. El analisis de estos marcadores en esplenocitos
CD19" mostré una reduccién del porcentaje de células MZ (CD21"8"CD23"), y un
aumento de células FO (CD21"CD23") en los bazos de ratones deficientes para ICAP-1
(Figura 53). Estos resultados, junto con los mostrados previamente en relacién al
aumento de adhesién de esplenocitos de ratones ICAP-17, abren la posibilidad de que el
trafico de células B en el bazo para una maduracién controlada de las células B pudiera

estar regulado por ICAP-1.
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Figura 53. Analisis de la distribucion de las poblaciones de células MZ y FO basado en la expresion
de CD21 y CD23. Los porcentajes representados para cada una de las poblaciones fueron determinados en
ensayos de citometria de flujo, utilizando anticuerpos frente a CD21 y CD23.
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ICAP-1 regula negativamente la adhesién dependiente de a4f1 de células de MM a la
microvasculatura de la médula 6sea

El trafico de las células de MM a la MO y la progresién de esta enfermedad son
eventos ligados a la actividad de la integrina a41 (Martinez-Moreno et al., 2016; Olson
et al., 2005; Mori et al., 2004; Uchiyama et al., 1993). a41 desempefia un papel esencial
en la adhesion in vivo de las células de MM a la microvasculatura de la MO, asi como
durante su posterior migracion hacia diferentes nichos medulares (Martinez-Moreno et
al., 2016). Dicho estudio revelé que la talina y kindlin-3 actuaban cooperativamente
activando a4f31 en células de MM, ya que su union a la subunidad 1 estimulaba la
adhesion de estas células a ligandos de a4[31, asi como a la miscrovasculatura de la MO
en un modelo in vivo.

En colaboraciéon con la Dra. Ménica Martinez-Moreno se realizé una parte del
trabajo incluido en esta Tesis Doctoral, que comprende la caracterizacion del papel de
ICAP-1 en la regulacion de la adhesion dependiente de a4f31 en células de MM.
Analizamos, en primer lugar, la posible expresion de ICAP-1 en células de MO de
pacientes diagnosticados con MM. Ensayos de RT-qPCR revelaron una expresién
heterogénea del mRNA de ICAP-1 en dichas células (Figura 54), y detectamos asimismo
diferentes niveles de expresion de ICAP-1 en las lineas celulares de mieloma NCI-H929,
MM.1S y RPMI-8226 (Figura 54).
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Ensayos de inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos anti-f1 revelaron la
coinmunoprecipitacion de 31 con ICAP-1 en células NCI-H929 (Figura 55), sugiriendo
la presencia de una poblacion de integrinas 1 que se encuentran asociadas a ICAP-1 en
dichas células.
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NCI-H929
IP: Ctrol anti-p1 Figura 55. Analisis de la asociacion de ICAP-1 con 1.
Las células de MM NCI-H929 fueron sometidas a ensayos
ICAP-1 Y
- i de inmunoprecipitacién con anticuerpos anti-f1, seguido de
i B1 western blotting con anticuerpos frente a ICAP-1.

Para estudiar si ICAP-1 podria regular la adhesion de células de MM mediada
por o4fp1, silenciamos ICAP-1 mediante nucleofeccién en las células NCI-H929
(Figura 56A). Los transfectantes mostraron niveles de expresién de a4p1 y viabilidad
celular similar a las células transfectadas con siRNA control (datos no mostrados). Los
ensayos de adhesién a los ligandos de a4p1, VCAM-1 y CS-1/FN tanto en presencia
como en ausencia de CXCL12, revelaron que los transfectantes silenciados para ICAP-
1 mostraban mayor adhesién a dichos ligandos que los transfectantes control,
especialmente en presencia de la quimioquina (Figura 56B, C).
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Figura 56. Analisis de la regulacion por ICAP-1 de la adhesion de células de MM dependiente de
adpl. (A) Las células fueron nucleofectadas con los siRNAs indicados y la expresién de ICAP-1 en los
transfectantes fue analizada por RT-qPCR. Se representa el nivel de expresion de mRNA para ICAP-1,
referenciado al mRNA de TBP y la SD. Adhesiéon a VCAM-1 (n=4; B) y CS-1/FN (n=3; C) en ausencia o
presencia de CXCL12, de transfectantes silenciados para ICAP-1. Las barras de error representan la SD.

Los transfectantes fueron asimismo testados en ensayos de adhesion sobre la
linea celular de estroma de MO HS-27A, los cuales mostraron que las células
silenciadas en ICAP-1 presentaban mayor capacidad de adhesién a las células HS-27A
que las células control, tanto en ausencia como en presencia de CXCL12 (Figura 57).
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Adicionalmente, analizamos el estado de activacién de integrinas 1 en los
transfectantes silenciados para ICAP-1 utilizando HUTS-21, un anticuerpo anti-f1 que
reconoce un epitopo de la subunidad 31 cuando se encuentra en conformacién activa.
Los resultados mostraron que las células NCI-H929 deplecionadas para ICAP-1
exhibian un aumento significativo de la unién de HUTS-21 en comparacion con las
células control (Figura 58). En conjunto, estos resultados indicaban que ICAP-1 inhibe
la activacién de a4f31 y la adhesién de células de MM mediada por esta integrina.
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Figura 58. Activacion de integrinas f1 en
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Tras observar el papel esencial de a4B1 en la adhesion de células de MM a la
microvasculatura de la MO (Martinez-Moreno et al., 2016), en colaboracion con los
Dres. Andrés Hidalgo y Magdalena Leiva, del Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (CNIC, Madrid), llevamos a cabo un analisis mediante microscopia
intravital (IVM) que nos permitio observar la capacidad adhesiva in vivo de los
transfectantes de MM silenciados en ICAP-1. Las células NCI-H929 transfectadas con
siRNA control o para ICAP-1 fueron marcadas con un colorante vital y posteriormente
inyectadas en la calvaria de ratones NSG jovenes. Los resultados revelaron que los
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transfectantes deplecionados en ICAP-1 se adherian de manera estable a la
microvasculatura de la MO en mayor medida que los transfectantes control, aunque no
observamos diferencias en el rolling entre ambos transfectantes. La cuantificacion de
estos analisis nos permitié concluir que ICAP-1 inhibia la adhesion in vivo de células
de MM mediada por o431 (Figura 59).
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Figura 59. Microscopia intravital con células
msiCtrol Esi ICAP-1 de MM silenciadas para ICAP-1. Las células
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. g 6 los datos obtenidos en forma de porcentajes de
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OBJETIVO 2: CARACTERIZACION DE RELACIONES FUNCIONALES ENTRE LA
RESISTENCIA DE CELULAS DE MIELOMA MULTIPLE AL BORTEZOMIB Y LA EXPRESION
Y FUNCION DE LA INTEGRINA a4p1

Como ya se ha mencionado, la actividad de a4f1 resulta esencial para el trafico
de células de MM hacia y dentro de la MO, contribuyendo al progreso de la enfermedad.
En la MO, a4p1 promueve la adhesién de las células de MM al estroma medular, un
evento que dota a estas células de ventajas proliferativas y de supervivencia. Asimismo,
o4B1 juega un papel crucial en las respuestas cell adhesion-mediated drug resistance
(CAM-DR) en células de MM (Noborio-Hatano et al., 2009; Damiano et al., 1999), entre
ellas la resistencia que presentan estas células al bortezomib (BTZ) cuando estan
adheridas al estroma medular (Noborio-Hatano et al., 2009). Por tanto, es importante
aumentar nuestro conocimiento sobre la regulacién de la expresion y funcion de dicha
integrina en células de MM resistentes a dicho inhibidor. El segundo objetivo en esta
Tesis Doctoral consisti6 en el estudio de las posibles relaciones que pudieran existir entre
resistencia de células de MM a BTZ y la regulacién de la expresion y funcién de o4p1.

Caracterizacion de lineas de MM resistentes a BTZ

En colaboracion con Nohemi Arellano Sanchez, generamos células de mieloma
NCI-H929 resistentes a BTZ. Para ello, expusimos dos cultivos diferentes de esta linea
celular a una concentracién inicial de 5 nM, la cual se incrementé semanalmente hasta
alcanzar 20 nM. A esta tltima concentracion y en cultivo en medio completo (10% FBS),
las células permanecieron 2 semanas en un estado quiescente, sin crecimiento aparente.
Este periodo fue superado incrementando el suero hasta el 20% y afiadiendo IL-6 a los
cultivos en presencia de BTZ, y cuando las células volvieron a crecer con normalidad, se
restablecid el suero al 10% y se eliminé la IL-6 sin que se afectase la proliferacion celular.
De esta manera, obtuvimos dos poblaciones de células NCI-H929 resistentes a 20 nM de
BTZ (NCI-H929-R20.1 y NCI-H929-R20.2), capaces de crecer en medio completo en
presencia de 20 nM de BTZ, las cuales exhibieron tasas de crecimiento similares a las
células parentales, en comparaciéon con la notable inhibicion de proliferacion mostrada
por estas ultimas tratadas con BTZ (Figura 60A, izquierda y centro). Asimismo,
generamos células NCI-H929 resistentes a 35 nM de BTZ (NCI-H929-R35) (Figura 60A,
derecha; 60B), aunque observamos que su proliferacion era algo mas lenta que las células
NCI-H929-R20, por lo que decidimos utilizar estas ultimas en la caracterizaciéon
posterior.
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Figura 60. Caracterizacién de las células NCI-H929
resistentes a BTZ. (A) Las células parentales NCI-
H929 y resistentes a BTZ (R20.1, R20.2 y R35)
incubadas durante los tiempos indicados con 20 nM, o
35 nM de BTZ durante 48 h, fueron testadas en ensayos
CCK-8 para determinar su viabilidad (n=3). (B) Las
células parentales y resistentes fueron sometidas a
ensayos de determinacion de apoptosis (n=3). Tanto en
(A) como en (B), las barras de error representan la SD.

Asimismo, analizamos la respuesta de las células NCI-H929-R20.1 a otro de los
inhibidores de proteasoma aprobado por la FDA en 2012, el carfilzomib (CFZ). Mientras
que las células parentales mostraron una fuerte disminucién en su viabilidad tras un
tratamiento de 48 h con 40 nM de CFZ, las células NCI-H929-R20.1 presentaron una
notable resistencia a dicho inhibidor, sugiriendo que la resistencia adquirida al BTZ era
extensible a otros inhibidores del proteasoma (Figura 61).
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Figura 61. Las células NCI-H929-R20.1
muestran resistencia al CFZ. Las células
fueron expuestas durante 48 h a 40 nM CFZ,
realizdndose a continuacién un ensayo con
CCK-8 para determinar su viabilidad. Se
representan los datos con respecto a las
células parentales sin tratamiento y la SD
(n=3).
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Actualmente estamos tratando de generar otra linea celular de MM resistente a
BTZ, las células MM.1S, para ampliar los resultados del presente trabajo. Estas células
se caracterizan por su elevada sensibilidad a cualquier tipo de inhibidor, por lo que las
dosis iniciales administradas de BTZ han sido menores, y la obtencién de una poblacion
resistente esta llevando un tiempo considerablemente mayor que el que se requiri6 para
la generacion de las células NCI-H929 resistentes.

Por otro lado, contactamos con la Dra. Jacqueline Cloos (Cancer Center
Amsterdam, Holanda), puesto que habian caracterizado la linea celular de mieloma
RPMI-8226 resistente a 7 nM y 100 nM de BTZ: RPMI-8226-R7 y RPMI-8226-R100,
respectivamente (Franke et al., 2012). Observamos que mientras la proliferacion de las
células parentales se veia afectada por el tratamiento con BTZ, las células resistentes R7
y R100 mostraban supervivencia total a 7 y 100 nM del inhibidor (Figura 62).
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Experimentos de citometria de flujo utilizando Anexina-V y ioduro de propidio
para determinar el grado de apoptosis revelaron que la inhibicién del crecimiento de las
células NCI-H929 y RPMI-8226 parentales cuando eran tratadas con BTZ o CFZ se
asociaba a un aumento en los niveles de apoptosis, mientras que las células resistentes
mostraban niveles basales de apoptosis (Figura 63).
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Figura 63. Apoptosis celular tras tratamientos con inhibidores del proteasoma. La apoptosis de células
NCI-H929 (n=3; A) y RPMI-8226 (n=4; B) parentales y resistentes se determiné mediante ensayos de
citometria de flujo utilizando ioduro de propidio y Anexina-V, tras su exposiciéon durante 48h a las
concentraciones de BTZ o CFZ indicadas. Se representan los porcentajes de células viables para cada una
de las condiciones, referido a las células parentales sin tratamiento, y la SD.

El andlisis de la resistencia de las células NCI-H929-R20.1 a otros agentes
utilizados en la terapia frente al MM revel6 que eran totalmente sensibles a la aplidina y
a la doxorrubicina (Figura 64A). Sin embargo, la viabilidad de estas células no resulto
significativamente afectada tras el tratamiento con melphalan (MLP), si bien su viabilidad
disminuyo tras ser tratadas con MLP en combinacién con BTZ (Figura 64B).
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Para estudiar si la resistencia a BTZ de las células de MM implicaba la expulsion
del inhibidor a través de bombas presentes en la membrana celular, testamos la expresién
de la P-glicoproteina 1 (P-gP), un transportador de membrana dependiente de ATP
(Verbrugge et al., 2012; Lu & Hunter, 2010; Rumpold et al., 2007). Para ello, y en
colaboracion con la empresa Pharmamar, realizamos experimentos de citometria de flujo
para analizar la expresion de P-gP en las células NCI-H929-R20.1. Como control positivo
de expresion de P-gP, utilizamos una linea de adenocarcinoma metastasico de colon
denominada LoVo, que expresaba P-gP de manera inducible tras la administracion de
doxiciclina (Figura 65). Los resultados revelaron que ni las células parentales ni las
resistentes a BTZ expresaban P-gP (Figura 65), sugiriendo que la resistencia a BTZ era
mayoritariamente independiente de la actividad de transportadores de esta familia.
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Figura 65. Analisis de la expresion de P-gP en células NCI-H929 y NCI-H929-R20.1. Las células fueron
sometidas a ensayos de citometria de flujo para determinar la expresién de P-gP en membrana utilizando
un anticuerpo frente a P-gP (a-P-gP). Se utilizaron células LoVo que expresaban P-gP de manera inducible

tras la administracion de doxiciclina.

Adicionalmente, utilizamos BTZ junto con verapamilo (VP), un compuesto que
bloquea los canales de calcio (Amin, 2013), para confirmar que la resistencia de las
células NCI-H929-R20.1 no se debia a la actividad de estos canales. Las células fueron
tratadas durante 1 h con 50 pM VP y, posteriormente, se las expuso durante 48 h a BTZ
(20 nM para NCI-H929 parentales y R20.1; 7 nM y 100 nM para RPMI-8226 parentales,
R7 y R100), y fueron sometidas a ensayos de viabilidad. Los resultados revelaron que
cuando el BTZ era combinado con el VP habia una minima reduccién (10%) de la
viabilidad de las células NCI-H929-R20.1, en comparacion con el tratamiento con BTZ
solo (Figura 66A). Las células RPMI-8226, tanto las parentales como las resistentes a
BTZ, mostraron mas sensibilidad a VP que las células NCI-H929. Sin embargo, los
analisis de viabilidad con la combinacion BTZ+VP mostraron que una parte mayoritaria
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de la resistencia a BTZ de las células RPMI-8226 era independiente de la accion de los
canales de calcio (Figura 66B).
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Figura 66. Analisis de la viabilidad de células resistentes a BTZ tras tratamiento con verapamilo. Las
células NCI-H929 y NCI-H929-R20.1 (A), y las células RPMI-8226 y RPMI-8226-R7 y RPMI-8226-R100
(B), recibieron los tratamientos indicados y, posteriormente su viabilidad fue analizada utilizando el
reactivo CCK-8 (n=3). Las barras de error representan la SD.

Dado que el BTZ inhibe al proteasoma, quisimos determinar los niveles celulares
de proteinas ubiquitinadas (Ub) acumuladas tras el tratamiento con este agente.
Correlacionando con la disminucion de la viabilidad celular tras la exposicion a BTZ (ver
figura 60), el tratamiento de las células NCI-H929 parentales con BTZ caus6 un notable
aumento de proteinas ubiquitinadas, indicando el bloqueo del proteasoma por el inhibidor
(Figura 67). La exposicién a BTZ de las células NCI-H929-R20.1 se tradujo asimismo
en acumulacién de ubiquitinacién, pero a niveles inferiores a las de las células parentales
(Figura 67), indicando la permisividad de un cierto nivel de proteinas ubiquitinadas en
células resistentes a BTZ que no es suficiente para inducir su apoptosis.
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Uno de los mecanismos de resistencia a BTZ descrito hasta la fecha es la aparicion
de mutaciones en determinadas regiones del gen PSMBS5, el cual codifica para la
subunidad 35 del proteasoma, y que impiden el reconocimiento especifico del proteasoma
por el BTZ. Esto nos llevo a analizar en las células NCI-H929 parentales y R20.1 una
secuencia para la que se habian descrito varias mutaciones en dicho gen (Franke et al.,
2012; Ri et al.,, 2010). Después de alinear las secuencias obtenidas utilizando la
herramienta BLAST (NCBI), no observamos mutaciones en las células resistentes que
pudieran potencialmente afectar a la interacciéon del BTZ con la subunidad 5 (no
mostrado).

Se ha sugerido previamente que la sobre-expresion de PSMB5 podria constituir
uno de los mecanismos de resistencia a BTZ que adquieren las células del MM (Balsas et
al., 2012). El andlisis de los niveles de mRNA para PSMBS5 presente en las células NCI-
H929-R20.1 mostré un aumento moderado pero significativo en comparacién con las
células parentales (Figura 68). No hemos estudiado en la presente Tesis si el aumento de
expresion de PSMBS5 en dichas células resistentes pudiera contribuir a su resistencia frente
al BTZ.
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R e

Par. R20.1

NCI-H929

Al contrario que las células NCI-H929-R20.1, las células RPMI-8226 resistentes
a BTZ no mostraron acumulacion de proteinas ubiquitinadas cuando eran tratadas con
BTZ durante 48 horas, mientras que se detectaron niveles importantes de ubiquitinizacién
en células RPMI-8226 parentales tras exposicion a BTZ (Figura 69). Estos resultados
estarian en linea con datos previos que mostraban que estas células resistentes presentan
mutaciones en la subunidad (35 del proteasoma que causan una inhibicién en la unién del
BTZ al proteasoma, uno de los mecanismos probablemente implicados en su resistencia
al inhibidor (Franke et al., 2012).
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RPMI-8226
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A continuacién, analizamos mediante western blotting el estado de activacién de
rutas de sefializacion intracelular que regulan procesos de proliferacion y supervivencia
celular. El estudio de la via Ras-MAPK revel6 una reduccion moderada de la activacion
de Ras en las células NCI-H929-R20.1 y RPMI-8226-R7, en comparacion a las células
parentales (Figura 70A). Sin embargo, las células NCI-H929-R20.1 mostraron niveles
de activacion de Erk1/2 similares a las células parentales, mientras que las células RPMI-
8226 resistentes a BTZ mostraron un moderado aumento de la fosforilacion de Erk1/2
(Figura 70B). No observamos cambios significativos en los niveles de expresion de
BRAF (no mostrado). Por otra parte detectamos una clara disminucién de la fosforilacién
de Akt en las células NCI-H929-R20.1 (Figura 70B), lo que indica una reduccioén en la
activacion de la via dependiente de PI3K en estas células. Dado que la proteina
antiapoptotica Mcl-1 juega un papel importante en la progresion del MM (Gupta et al.,
2017), analizamos por western blotting su expresion en NCI-H929 y NCI-H929-R20.1,
mostrando un moderado aumento de su expresion en las células resistentes (Figura 70C).
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Figura 70. Caracterizacion de la activacion de las vias Ras-MAPK y PI3K-Akt en células de MM
resistentes a BTZ. (A) Ensayos GTPasa para analizar el nivel de activacién de Ras (n=3). (B) Andlisis
mediante western blotting del estado de activacion de Erk1/2 y Akt. (C) Andlisis por western blotting de la
expresion de Mcl-1 (n=5). Tanto en (A) como en (C), las barras de error representan la SD.

Se ha demostrado previamente que la resistencia a BTZ puede ser relacionada con
un aumento de fosforilacion de IGF1R (Kuhn et al.,, 2012). Puesto que IGF-1 es
considerado un importante factor de crecimiento para las células de MM (Ge & Rudikoff,
2000; Georgii-Hemming et al., 1996), decidimos analizar los niveles de fosforilacién de
su receptor en nuestras células resistentes RPMI-8226. Los resultados mostraron un claro
aumento de la fosforilacién de IGF1R tanto en las células R7 como R100 (Figura 71),
confirmando el aumento de fosforilacién del receptor ya descrito y sugiriendo su posible
implicacion en la resistencia a BTZ de dichas células.
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— Figura 71. Expresion y activacion de IGF1R en
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células RPMI-8226 resistentes a BTZ. Analisis
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Se muestra un experimento representativo de los
w——— (5APDH cuatro que se realizaron.
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Las células de MM resistentes a BTZ muestran niveles superiores de expresion y funcion
de a4p1 que las células parentales

Ensayos de citometria de flujo utilizando células NCI-H929 parentales expuestas
a BTZ y seleccionando las células vivas revelaron una considerable disminucion de la
expresion de moléculas de adhesion tales como a4f1, a5B1 y CD44, mientras que la
expresion de CXCR4 se redujo moderadamente (Figura 72A). La disminucion de la
expresion de a4f1 observada en este trabajo concuerda con datos previos (Noborio-
Hatano et al., 2009). Las células NCI-H929-R20.1 mostraron una recuperacion de la
expresion de a4f31, a5 y CD44, y de manera notable, los niveles de expresién de o431 y
a5 fueron significativamente mayores en estas células resistentes que en las parentales
(Figura 72A, B). Por el contrario, la expresion de CXCR4 en la membrana de las células
NCI-H929-R20.1 no sufri6 alteraciones significativas.
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Figura 72. Analisis de la expresion de las subunidades a4, f1 y o5, asi como de CXCR4 y de CD44,
en la membrana de células NCI-H929 resistentes a BTZ. (A) Las células incubadas en ausencia (-) o
presencia (+) de BTZ (20 nM, 48 h), fueron sometidas a ensayos de citometria de flujo. Se representa la
intensidad de fluorescencia media para los marcadores especificados (n=5). Los datos se han referido a las
células parentales sin tratar, a las que se les asign6 un valor de 100. Las barras de error representan la SD.
(B) Histogramas representativos de la expresiéon en superficie de a4 y B1 en las células parentales y
resistentes.
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Consistente con el aumento de expresion de a4f31 en la membrana de las células
NCI-H929-R20.1, ensayos de western blotting revelaron de nuevo una mayor expresiéon
de o4 en estas células resistentes que en las parentales (Figura 73A), lo que se
correlacion6 asimismo con un incremento en los niveles de expresién del mRNA ITGA4
(Figura 73B). De modo similar, detectamos un aumento en la expresiéon del mRNA
ITGBI (Figura 73B). A pesar de que no habiamos observado cambios significativos en
la expresion de CXCR4 en la membrana de células resistentes, observamos un aumento
significativo de los niveles de CXCR4 en estas células en comparacion con las parentales
(Figura 73B).
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Figura 73. Analisis de la expresion proteica y de mRNA de a4, 1 y CXCR4 en células NCI-H929
resistentes a BTZ. (A) Deteccion por western blotting de la expresioén de o4 en las células indicadas. Se
utilizé B-actina como control de carga. (B) Andlisis por RT-qPCR de los niveles de mRNA para ITGA4,
ITGBI1 y CXCR4 (n=4). Las unidades arbitrarias y la estadistica obtenidas para cada una de las condiciones
fueron referidas a los datos de las células parentales sin tratamiento, y se representa la SD en forma de
barras de error.

A continuacién, estudiamos si el aumento de expresién de a4pl podia ser
asimismo detectado en las células RPMI-8226 resistentes a BTZ. Los resultados de
experimentos de citometria de flujo mostraron un claro aumento de la expresion de esta
integrina, asi como de CXCRA4, en la membrana de células RPMI-8226-R7 y RPMI-8226-
R100 relativo a su expresion en células parentales (Figura 74A, B). Por el contrario, las
células resistentes mostraron una reduccién de la expresion de o5.
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Figura 74. Analisis de la expresion de las subunidades o4, Bl y a5, asi como de CXCR4, en la
membrana de células RPMI-8226 resistentes a BTZ. (A) Las células incubadas en ausencia (-) o
presencia (+) de BTZ (7 o 100 nM, 48 h), fueron sometidas a ensayos de citometria de flujo. Se representa
la intensidad de fluorescencia media para los marcadores especificados (n=5). Los datos se han referido a
las células parentales sin tratar, a las que se les asign6 un valor de 100. Las barras de error representan la
SD. (B) Histogramas representativos de la expresion en superficie de a4 y 1 en las células parentales y
resistentes.

De modo similar a lo que ocurria en las células NCI-H929-R20.1, ensayos de
western blotting revelaron un notable aumento de la expresién de o4 y 1 en las células
RPMI-8226-R7 y RPMI-8226-R100 en comparacion con las células parentales (Figura
75A). Asimismo, detectamos mayor expresién de ITGA4 en las células resistentes a BTZ
que en las parentales, aunque los niveles de expresion de ITGBI no variaron
significativamente entre ambos tipos celulares (Figura 75B). Adicionalmente,
observamos un incremento en la expresion de CXCR4 en las células resistentes (Figura
75B).
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Figura 75. Analisis de la expresion proteica y de mRNA de a4, f1 y CXCR4 en células RPMI-8226
parentales y resistentes a BTZ. (A) Las células fueron incubadas durante 48 h en ausencia (-) o presencia
de las concentraciones indicadas de BTZ, y posteriormente la expresién de a4 y 1 fue analizada mediante
western blotting. (B) Andlisis por RT-qPCR de los niveles de mRNA para ITGA4, ITGB1 y CXCR4 (n=4-
6). Las unidades arbitrarias y la estadistica obtenidas para cada una de las condiciones fueron referidas a
los datos de las células parentales sin tratamiento, y se representa la SD.

Tras la observacion de que las células de MM resistentes a BTZ mostraban un
aumento de expresion de a4f1, estudiamos si dicho aumento era dependiente o
independiente de la presencia de BTZ en el medio de cultivo. Para ello, las células RPMI-
8226 resistentes fueron mantenidas durante 3 semanas en ausencia de BTZ, y
posteriormente analizamos su viabilidad y la expresion de a41. Los resultados indicaron
que estas células mantenian su resistencia a BTZ tras el periodo en ausencia del inhibidor
(Figura 76A), y que la expresion de a4p1 seguia siendo mayor que en las células
parentales (Figura 76B). Estos datos revelan la estabilidad de la resistencia y del aumento
de expresion de esta integrina independientemente de la presencia de BTZ, indicando que
ambas respuestas no conllevan adiccion celular al BTZ.
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Figura 76. La resistencia a BTZ y el aumento de expresion de a4B1 es independiente de la presencia
del inhibidor. Las células fueron mantenidas durante 3 semanas sin BTZ en el medio de cultivo completo.
Posteriormente, las células fueron tratadas con BTZ durante 48 h y se analiz6 su viabilidad (A) (n=2), y la
expresion de a4 y de B1 por western blotting (B).

Tomados en conjunto, nuestros datos sugerian que la regulacion de la expresion
de a4 podria ser, como minimo, a nivel transcripcional, tanto en las células NCI-H929-
R20.1 como en las células RPMI-8226-R7 y RPMI-8226-R100. Sin embargo, aunque la
regulacion de la expresion de 1 en las células NCI-H929-R20.1 podria ser asimismo a
nivel transcripcional, los resultados nos indicaban que su regulacién tenia lugar post-
transcripcionalmente en las células RPMI-8226 resistentes a BTZ. Para determinar si el
aumento de expresion de 31 a nivel proteico podria deberse a una estabilizacion de la
proteina, tratamos las células RPMI-8226, RPMI-8226-R7 y RPMI-8226-R100 con
cicloheximida (CHX), y analizamos la expresion de 1 mediante western blotting. Los
resultados mostraron que mientras que las células parentales presentaban una reduccién
de la expresién de 1 al ser expuestas a CHX, dicha integrina se acumulaba en las células
resistentes tratadas con CHX (Figura 77). Estos resultados sugieren que un aumento en
la estabilidad de 31 en las células RPMI-8226-R7 y RPMI-8226-R100 representa uno de
los mecanismos responsables de su aumento de expresion.

CHX (h)
0 2 6 10
Par. | - S B1 Figura 77. Expresion de B1 tras tratamiento con
Vinculina cicloheximida de células RPMI-8226 parentales
y resistentes a BTZ. Las células fueron incubadas
R7 - — — — durante los tiempos indicados con CHX (100
Tubulina pg/ml), y a continuacion, se analizo la expresion de
B1 por western blotting.
—— —— — —
R100
— ~ Tubulina
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Posteriormente, estudiamos si el aumento de expresién de a41 en las células de
MM resistentes a BTZ se traducia en cambios en la adhesién celular mediada por esta
integrina. Para ello, realizamos experimentos de adhesion a VCAM-1 y CS-1/FN, tanto
en ausencia como en presencia de CXCL12. Los resultados indicaron que el aumento de
expresion de o4p1 estaba asociado a mayor adhesion de las células resistentes, que se
hacia mas evidente cuando se las estimulaba con la quimioquina (Figura 78A, B).
Adicionalmente, pudimos detectar un aumento en la union soluble de VCAM-1 a las
células NCI-H929-R20.1 en comparacion con las células parentales, tanto en condiciones
basales como tras estimular con CXCL12 (Figura 78C).
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Figura 78. Adhesién dependiente de a4p1 de células de MM resistentes a BTZ. Las células NCI-H929
y NCI-H929-R20.1 (A; n=3-4), y RPMI-8226 y RPMI-8226-R7 (B; n=3) fueron sometidas a ensayos de
adhesion a VCAM-1 y CS-1/FN co-inmovilizados en ausencia (Medio) o presencia de CXCL12. Los datos
se han referido a las células parentales, a las que se les asign6 un valor de 100 y se representa la SD. (C)
Las células fueron incubadas durante los tiempos indicados con o sin CXCL12, y a continuacién la unién
de VCAM-1-Fc fue determinada mediante citometria de flujo (n=3). Se representa la SD en las barras de
erTor.
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Estudio de la expresion de a4f1 en resistencia a BTZ en otras neoplasias hematol6gicas

El bortezomib constituye uno de los agentes quimioterapéuticos utilizados en el
tratamiento de otras neoplasias hematol6gicas, como son la leucemia linfoblastica aguda
de células T (acute lymphoblastic leukemia, T-ALL), y el linfoma de células B no
Hodgkin (mantle cell lymphoma, MCL) (Robak et al., 2018b; Bertaina et al., 2017; Robak
et al., 2015; Koyama et al., 2014; Fisher et al., 2006). La T-ALL es una neoplasia de
células madre hematopoyéticas que se origina por aberraciones genéticas entre las que se
incluyen mutaciones, translocaciones cromosomicas y aneuploidia de genes implicados
en el desarrollo de 6rganos inmunitarios y en la regulacion del ciclo celular (Iacobucci &
Mullighan, 2017; Hunger & Mullighan, 2015; Inaba et al., 2013). Se trata de uno de los
canceres infantiles mas comunes, aunque también puede darse en adultos (Hunger &
Mullighan, 2015). En cuanto al MCL, comprende el 6% de los casos de linfoma no
Hodgkin, y aparece a causa de mutaciones genéticas en células somaticas que derivan en
la proliferacion exacerbada de linfocitos B tumorales en la zona del manto que rodea los
foliculos del centro germinal (Maddocks, 2018). En ambas neoplasias, una de las
alteraciones mas comunes es la desregulacion de la via NF-kB, una de las razones de la
administracion de inhibidores del proteasoma en el tratamiento de estos tumores
hematol6gicos. E1 BTZ es utilizado en ambas neoplasias con el fin de inhibir la actividad
de esta ruta de sefializaciéon e inducir la apoptosis de las células tumorales, en
combinacioén con otros farmacos como la dexametasona y la doxorrubicina (Maddocks,
2018; Inaba et al., 2013).

Para determinar si la resistencia adquirida a BTZ en estas neoplasias implicaba
asimismo un aumento en la expresion de o431, utilizamos la linea celular MOLT-4 como
modelo para T-ALL, y la linea celular Z-138 como modelo de MCL. Generamos
poblaciones de células MOLT-4 resistentes a 7 nM de BTZ (MOLT-4-R7), y Z-138
resistentes a 10 nM de BTZ (Z-138-R10) (Figura 79). Adicionalmente, analizamos la
sensibilidad a BTZ de otra linea celular de MCL denominada Mino, comprobando que
estas células presentaban una fuerte resistencia basal al inhibidor (no mostrado), por lo
que no llevamos a cabo la generacién de células resistentes de esta linea.
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A continuacién, analizamos la expresion de a4f31 y de CXCR4 en las células
parentales y resistentes a BTZ. Los resultados de los ensayos de citometria de flujo
revelaron que el tratamiento de las células MOLT-4 parentales con BTZ inducia una
disminucion de la expresion de a4, y que dicha disminucién se mantenia y no era
rescatada en las células resistentes (Figura 80). Curiosamente, la expresion de [31 resultd
moderadamente incrementada cuando las células MOLT-4, tanto parentales y resistentes
eran incubadas con BTZ. Por otro lado, los niveles de CXCR4 disminuyeron en las células
MOLT-4-R7 respecto de las parentales (Figura 80).
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Figura 80. Analisis de la expresion de a4, B1 y CXCR4 en la membrana de células MOLT-4 parentales
y resistentes a BTZ. La expresion de los marcadores indicados fue analizada mediante citometria de flujo.
Los resultados han sido referidos a las células control (n=4-5).

Cuando analizamos las células parentales Z-138 y sus resistentes, no pudimos
detectar diferencias significativas en la expresion de a4 y 1, independientemente de si
habian sido incubadas en ausencia o presencia de BTZ (Figura 81). La expresion de
CXCR4 disminuyo en las células Z-138 expuestas al inhibidor, y dicha expresion se
recuper6 en las células Z-138-R10, pero no aumenté en relaciéon con las parentales
(Figura 81).
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Figura 81. Analisis de la expresion de a4, f1 y CXCR4 en la membrana células Z-138 parentales y
resistentes a BTZ. La expresion de los marcadores indicados fue analizada mediante citometria de flujo.
Los resultados han sido referidos a las células control (n=3).
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Seguidamente, realizamos experimentos de adhesién a ligandos de a4f31 con las
células MOLT-R7 y Z-138-R10 y sus correspondientes controles parentales. Los
resultados mostraron niveles similares de adhesion a VCAM-1 y CS-1/FN de las células
parentales y resistentes a BTZ, independientemente de si los ensayos se habian realizado
en ausencia o presencia de CXCL12 (Figura 82). Estos resultados sugieren que el
aumento de expresion y funcion de a4fB1 en las células de MM resistentes a BTZ no
constituye una respuesta generalizable a otros tipos de células neoplasicas hematologicas
resistentes a BTZ.
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Caracterizacion in vivo de las células de MM resistentes a bortezomib

Las células RPMI-8226 fueron inicialmente inmortalizadas desde la sangre
periférica de un paciente con MM (Moore & Kitamura, 1968). Nuestros resultados
preliminares indicaron que cuando se inoculan en la vena de la cola de ratones
inmunodeprimidos NSG, son capaces de migrar, colonizar y desarrollar el mieloma en la
MO (no mostrado). Como ya se ha comentado previamente en este trabajo, a4f1 es
esencial durante la adhesion y migracion de células de MM a la MO, asi como en la
posterior adhesion de estas células al estroma medular. Por tanto, estudiamos si el
aumento de expresién de a4f1 en las células RPMI-8226 resistentes a BTZ se traducia
en diferencias en su migracion e infiltracién en la MO, y posterior generaciéon del MM.
Para controlar la especificidad de los procesos adhesivos y migratorios de las células
RPMI-8226-R7 y parentales hacia la MO, utilizamos anticuerpos anti-a4 (ALC 1.63) o
control (P3). Previo a su inoculacion en ratones NSG, incubamos las células con estos
anticuerpos durante 20 min, y seguidamente las inyectamos via intravenosa en presencia
de los anticuerpos en la cola de grupos distintos de ratones. Cada 2-3 dias, los distintos
grupos de ratones recibieron intraperitonealmente el anticuerpo control o el anticuerpo
anti-a4. Cuando los ratones mostraron signos de paralisis en las extremidades traseras
que les impedia acceder al alimento y atentaba contra su bienestar, sacrificamos todos los
ratones y obtuvimos la MO de sus fémures y tibias. A continuacion, y utilizando el
método que habiamos descrito previamente (Gutiérrez-Gonzalez et al., 2016), analizamos
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la infiltracién de las células parentales y RPMI-8226-R7 en la MO de los diferentes
grupos de ratones. Para ello, analizamos mediante citometria de flujo las células positivas
para HLA, un antigeno leucocitario humano que nos permitia diferenciar las células de
origen humano frente a las de origen murino. De la misma manera, analizamos la
expresion en superficie celular de la subunidad o4 en las células que habian infiltrado la
MO de los ratones. Los resultados mostraron una mayor infiltracién en la MO de las
células RPMI-8226-R7 que las células parentales, y notablemente, esta infiltracion se vi6
inhibida en los ratones que habian recibido el anticuerpo anti-a4 en comparacién con los
que habian sido tratados con el anticuerpo control (Figura 83). Asimismo, detectamos
mayores niveles de expresion en superficie de o4 en las muestras procedentes de ratones
inoculados con las células resistentes (Figura 83), mientras que en los ratones que
recibieron medio RPMI 1640 no se detect6 la expresion de esta molécula (no mostrado).
Estos resultados indican que el aumento de expresion de a4f31 en las células resistentes a
BTZ se traduce en mayor migracion y colonizacion de la MO, causando la progresion de
la enfermedad.
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Figura 83. Caracterizacion de la infiltracion de células RPMI-8226 parentales y R7 en la MO de
ratones NSG. (A) Analisis por citometria de flujo del porcentaje de células humanas HLA* en la MO de
ratones que habian recibido anticuerpos control o anti-a4 (n=7-9). (B) Analisis mediante citometria de flujo
de la expresion de a4 en las células aisladas de la MO de los diferentes grupos de ratones, Se representa la
MFI (n=7-9).

Asimismo, realizamos ensayos de RT-qPCR para analizar la proporcién de
mRNA codificante para la GAPDH humana en la MO infiltrada, con respecto a la
cantidad de mRNA presente para la TBP murina (Figura 84). De nuevo, pudimos
confirmar la mayor inflitracion en la MO de las células de MM resistentes, debido
principalmente a su mayor expresion de la integrina o4.
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Las células NCI-H929 (Gazdar et al., 1986) son capaces de generar
plasmacitomas subcutdneos en ratones inmunodeprimidos, por lo que estudiamos la
capacidad de las células NCI-H929 parentales y resistentes a BTZ de formar dichos
tumores. Las células fueron inyectadas subcutaneamente ratones NSG, y tras 6 dias
comenzamos a notar visualmente el crecimiento de los tumores, por lo que iniciamos los
distintos tratamientos. Un grupo de ratones recibi6 DMSO como tratamiento control, y el
grupo restante fue inoculado con BTZ solubilizado en DMSO, a una concentracion de 0.8
mg/kg. Durante los dias posteriores se fue anotando el progreso de los volumenes de los
tumores de cada ratén, y los animales fueron sacrificados 19 dias después de la
inoculacion celular, una vez los tumores alcanzaron un tamaiio razonable. Los resultados
indicaron que las células NCI-H929.R20.1 generaban tumores mas rapidamente y
mayores que las células parentales (Figura 85A). Significativamente, los ratones
inyectados con células parentales y tratados con BTZ mostraban tumores de menor
volumen que los que recibieron el tratamiento control (Figura 85A), mientras que los
tumores generados a partir de células resistentes apenas veian afectado su volumen tras
el tratamiento con BTZ, y progresaban de manera similar a los tumores de células
parentales (Figura 85A). Una vez aislados los tumores, pudimos observar que las células
NCI-H929-R20.1 generaban tumores de mayor peso que los de las células parentales
(Figura 85B). Estos resultados confirman in vivo la resistencia a BTZ de las células NCI-
H929-R20.1, y sugieren que estas células han desarrollado respuestas moleculares que
contribuyen a tasas de proliferacion in vivo mayores que las células parentales. Con
muestras procedentes de tumores aislados llevamos a cabo ensayos de RT-qPCR y
observamos que aquellos procedentes de células resistentes seguian manteniendo niveles
mayores de ITGA4 y de ITGBI que los generados a partir de células parentales (resultados
no mostrados). Estos datos sugieren asimismo la posibilidad de que el aumento de
expresion de o4f1 en las células resistentes favorezca una mayor adhesién al
microambiente tumoral que facilite una mayor proliferacién, supervivencia y resistencia
a BTZ.
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Figura 85. Caracterizacion del crecimiento tumoral en ratones inoculados con células NCI-H929
parentales y resistentes a BTZ. (A) Las células NCI-H929 y NCI-H929-R20.1 fueron inoculadas
subcutdneamente en ratones NSG, y tras 6 dias los animales fueron tratados con BTZ/DMSO o DMSO
(Ctrol). Se representan los volimenes tumorales, y las barras de error muestran el SEM (n=5-8). (B) Peso
de los tumores obtenidos de ratones inyectados con células parentales o resistentes a los que se les
administro el tratamiento control (n=6-9). Las barras de error representas la SD.

Identificacién de mecanismos moleculares que regulan la expresién de o431 en células de
MM resistentes a BTZ

Para estudiar posibles mecanismos que pudieran estar regulando la expresion de
o4 en las células de MM resistentes a BTZ, colaboramos con la Dra. Ménica Martinez-
Moreno (CIB) en los andlisis de la secuencia del promotor del gen ITGA4, utilizando el
software disefiado por ALGGEN. El andlisis revel6 varios sitios de unién para factores
de transcripcion que podrian potencialmente regular la expresion de ITGA4. Dos de estos
factores son NF-kB (p65) y FOXO3a, los cuales fueron objeto de nuestros posteriores
estudios. Otros factores de transcripcion que detectamos en el analisis por su posible
union al promotor de ITGA4 fueron XBP-1, STAT-1 y NFAT-1/2, los cuales no han sido
estudiados en el presente trabajo.

Como ya se ha mencionado en la Introduccion, en ausencia de estimulos, los
dimeros de NF-kB (p50 y p65) se encuentran en el citoplasma unidos al inhibidor IkBa.
En presencia de estimulo, el complejo IKK fosforila a IkBa, liberando de este modo a
NF-kB para su translocacion al nicleo, en donde se une a determinados promotores a
través de su sitio de unién a DNA. Asimismo, la fosforilacion por diferentes protein
quinasas de residuos de serina en p65 tales como Ser276, Ser311, Ser468 y Ser536,
aumentan la actividad transcripcional de p65 (Oeckinghaus et al., 2011; Morotti et al.,
2007; Mattioli et al., 2006). En relacion a FOXO3a, decidimos estudiar su papel dado que
se activa en condiciones de inhibicion de la activacion de la via PI3K-Akt (Eijkelenboom
& Burgering, 2013), y que su expresion se ve aumentada por BTZ en células tumorales
(Yang et al., 2016). Notablemente, el tratamiento de las células NCI-H929 parentales con
BTZ indujo un aumento en fosfo-IkB, el cual se mantuvo e incluso se incrementé en las
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células NCI-H929-R20.1 (Figura 86). Asimismo, el BTZ caus6 un aumento en la
fosforilacién (Ser536) de la subunidad p65 en las células parentales, y los niveles de dicha
fosforilacién se mantuvieron moderadamente mas altos en las células resistentes que en
las parentales (Figura 86). Dado que el BTZ inhibe al proteasoma induciendo una notable
acumulacién de proteinas ubiquitinadas en las células NCI-H929 y en menor medida en
las células NCI-H929-R20.1 (ver figura 67), estos resultados en conjunto sugieren una
acumulacién de fosfo-IkB en las células resistentes, lo que podria causar la disociacién y
activacion del dimero NF-kB.

NCI-H929
Par. R20.1
BTZ: - . + Figura 86. Analisis de la
— fosforilacion de IxB y NF-kB (p65)
- ‘ - en las células NCI-H929-R20.1. Las

western blotting para analizar la

' ' células fueron testadas mediante
w» = pNF-kB (p65) fosforilacién de IkB y NF-kB (p65).

Con el objetivo de estudiar el posible papel de NF-kB en el aumento de expresion
de o4f1 en las células NCI-H929-R20.1, silenciamos su subunidad p65 (NF-kB1) y
posteriormente analizamos los niveles del mRNA de ITGA4 (Figura 87A). Asimismo,
estos experimentos se llevaron a cabo determinando el posible papel de FOXO3a en la
expresion de ITGA4 (Figura 87B). Los resultados revelaron que el silenciamiento de NF-
kBl y, en menor medida, de FOXO3a reducia parcialmente los niveles de ITGA4,
mientras que la deplecién combinada de ambos mRNAs no se traducia en una mayor
inhibicion de la expresion de ITGA4 (Figura 87C).
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Figura 87. Expresion de ITGA4 tras el silenciamiento de NFKB1 y FOXO3a. Las células NCI-H929-
R20.1 fueron nucleofectadas con los siRNAs especificados, y posteriormente se analizaron mediante RT-
gPCR los niveles de NFKB1 y FOXO3a (A, B), o de ITGA4 (C). Se utilizé6 el mRNA de TBP como
referencia y se representa la SD en forma de barras de error (n=2-3).

Cuando dichos transfectantes en las células NCI-H929-R20.1 se ensayaron en
experimentos de adhesion a CS-1/FN, como era de esperar detectamos una disminucion
significativa en su capacidad adhesiva en aquellos silenciados para a4, mientras que
observamos una reduccion en la adhesion de los transfectantes deplecionados en NF-kB,
FOXO03a, o silenciados para ambos factores de transcripcion, aunque sin alcanzar
significancia estadistica (Figura 88). Estos resultados apuntan a una implicacion parcial
de NF-kB y FOXO3a en el aumento de expresién y funciéon de a4f1 en las células de
MM resistentes a BTZ.
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PAPEL DE ICAP-1 EN LA ADHESION LINFOCITARIA Y EN EL DESARROLLO DEL
SISTEMA INMUNITARIO

Estudios previos han propuesto a ICAP-1 como un inhibidor de la activacion de
las integrinas 31, debido a su capacidad de unirse a secuencias del dominio citoplasmatico
de 1 que interaccionan con moléculas activadoras de dichas integrinas, como talina y
kindlin. En base a la posible competicion entre ICAP-1 y talina y kindlin, la unién de
ICAP-1 a dichas secuencias induciria una conformacién de baja afinidad de la integrina
por sus ligandos (Bouvard et al., 2007; Zhang & Hemler, 1999; Chang et al., 1997). Como
0o4B1 es expresada principalmente en células del sistema inmunitario, decidimos
caracterizar el posible papel de ICAP-1 en la adhesion de células inmunes y en desarrollo
de este sistema. Para el desarrollo de este estudio se han utilizado ratones knockout para
ICAP-1.

Observamos que los ratones ICAP-17" crecian mas lentamente que los ratones
WT, como ya se habia descrito previamente (Bouvard et al., 2007), siendo mas evidente
la diferencia en ratones de entre 3-5 semanas de edad. Esto se tradujo en que los 6rganos
linfoides procedentes de ratones KO tuvieran menor tamafio que los ratones ICAP-1*"* y
consecuentemente, obtuviéramos un menor recuento celular.

El andlisis del fenotipo adhesivo de las células del timo revel6 que no existian
variaciones significativas en la expresion de talina y kindlin-3 entre ratones ICAP-1""y
ICAP-1""*. Asimismo, la expresion de a4 y B1 en la superficie de las distintas poblaciones
celulares timicas fue comparable entre ambos tipos de ratones. Para la caracterizacion de
la capacidad adhesiva de timocitos deficientes en ICAP-1, realizamos ensayos de
adhesiéon a CS-1/FN, no observando diferencias en cuanto a su adhesién detectada,
comparando con timocitos procedentes de ratones ICAP-1*"*. Estos resultados indican
que ICAP-1 no regula la adhesion mediada por a4f31 a CS-1/FN de los timocitos. En el
presente trabajo realizamos asimismo experimentos de adhesion de timocitos a VCAM-
1, pero los niveles de adhesion fueron muy bajos, y no se pudo llegar a ninguna
conclusion.

La caracterizacion de las distintas poblaciones de timocitos revel6 una reduccion
de los porcentajes de células T CD8 SP, mientras que las otras poblaciones celulares (CD4
SP, DP y DN) no veian modificadas sus frecuencias. Estos resultados nos hicieron
sospechar sobre una posible implicacion de ICAP-1 en el desarrollo de células T CD8"
en el timo. El analisis de la expresion de CD69, un marcador de la seleccion positiva de
timocitos revel6 una reduccién de la proporcién de células TCRaf*™ CD8" CD69" en los
ratones ICAP-17", en comparacién con los ratones WT. Estos resultados indican que
ICAP-1 esta implicado en la seleccidn positiva de las células CD8 SP, regulando el
desarrollo de las mismas.

Dado que habiamos observado que ICAP-1 no regulaba la adhesién a través de
a4p1 en los timocitos, la alteracion en la seleccién positiva en los timocitos ICAP-17" no
parecia depender de cambios potenciales en el proceso de adhesion. No hemos estudiado
en el presente trabajo si la ausencia de ICAP-1 en las poblaciones DN, CD4"y CD8" SP
del timo afecta su adhesion dependiente de o431, y por tanto no podemos excluir que
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estas poblaciones en timocitos deficientes en ICAP-1 tuvieran alterada la mencionada
adhesion.

En estudios previos se ha descrito una reduccién en la proliferacion de
osteoclastos y fibroblastos ICAP-17- (Liu et al., 2013; Bouvard et al., 2007). No hemos
observado una correlacion entre la falta de ICAP-1 y una disminucion de la proliferacién
de los linfocitos T CD8 SP, lo que podria haber explicado la menor frecuencia de esta
poblacion celular. Estos datos nos sugieren que la regulacién de la proliferacion por parte
de ICAP-1 es dependiente del tipo celular y del contexto tisular.

El correcto trafico de los timocitos contribuye al éptimo desarrollo de los
diferentes linajes de células T en el timo (Shah & Zuniga-Pflucker, 2014; Carpenter &
Bosselut, 2010; Moser & Willimann, 2004). Otro de los procesos que podria verse
afectado por la falta de ICAP-1 y que podria influir en el proceso de la seleccion positiva,
es el trafico y la localizacion de los timocitos, lo cual esta regulado por quimioquinas y
sus receptores. El eje conformado por la quimioquina CXCL12 y su receptor CXCR4
facilita la retencién de la poblacion de timocitos DP en el cértex (Halkias et al., 2013),
mientras que la interaccion del receptor CCR7 con sus ligandos CCL19 y CCL21,
promueve la migracion de los timocitos desde el cortex a la médula (Hu et al., 2015;
Carpenter & Bosselut, 2010). No hemos detectado variaciones importantes en la
expresion de CCR7 ni de CXCR4 en ninguna de las poblaciones celulares presentes en el
timo de ratones ICAP-1"~ en comparacion a los timocitos ICAP-1""*. Estos datos sugieren
que el defecto en la seleccién positiva en ratones ICAP-17" no es consecuencia de una
alteracién de la migracién de los timocitos y su posicionamiento en los diferentes
compartimentos timicos. Sin embargo, quedarian por analizar posibles alteraciones en la
expresion de las quimioquinas especificas de estos receptores en los ratones ICAP-17- que
pudieran perturbar la migracion de los timocitos, e influir en su desarrollo hacia células
T CD8 SP.

La seleccién positiva de los timocitos DP tiene lugar en el cortex del timo y
requiere de la interaccién entre el receptor de células T (TCR) con péptidos propios
presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) expuestos
por las células epiteliales timicas. Estas interacciones regulan la expresion de factores de
transcripcion especificos que dirigen el desarrollo de las poblaciones de células T hacia
los linajes CD4" 0 CD8" (Takaba & Takayanagi, 2017; Shah & Zuniga-Pflucker, 2014).
Runx3 se expresa en la médula del timo, lugar en el que los timocitos realizan su
diferenciacion hacia los linajes CD4 y CD8 SP (Woolf et al., 2003). Runx3 es un factor
de transcripcion requerido para el desarrollo de linfocitos CD8" desde células DP, y su
expresion esta controlada por IL-7, la cual, en combinacion con IL-15 determinan hacia
el linaje T CD8 SP (Figura 89) (McCaughtry et al., 2012; Park & Saint-Jeannet, 2010;
Singer et al., 2008; Egawa et al., 2007; Taniuchi et al., 2002). Sin embargo, Socs],
supresor de sefializacion por citoquinas, emite una sefializacién que inhibe la induccion
de Runx3 (Luckey et al., 2014; Park et al., 2010). Socs1 se expresa de manera elevada
una vez las células han superado la seleccién [} y comienzan a expresar CD4 y CD8,
provocando la pérdida de la expresion de IL-7Ra, receptor de citoquinas (Park et al.,
2010; Carpenter & Bosselut, 2010). La sefializacion a través del TCR induce la represion
de la expresion de Socs1 en los timocitos DP, los cuales reinician la expresion de I17r
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(Luckey et al., 2014; Carpenter & Bosselut, 2010; Park et al., 2010). Runx3 reprime la
expresion de Cd4, asi como de otros factores de transcripcion que son esenciales para el
desarrollo del linaje CD4 SP, como ThPOK. A su vez, ThPOK es capaz de suprimir la
expresion de Runx3, imponiendo el desarrollo del linaje CD4" e induciendo a Socs
(Luckey et al., 2014; He et al., 2005).

Linaje T CD4+ Linaje T CD8+

>

Figura 89. Factores de transcripcion esenciales para la regulacion del desarrollo de los linajes T CD4
y CD8 SP. Mientras que ThPOK determina la generacién de células CD4 SP, Runx3 es necesario para
dirigir el desarrollo de timocitos CD8 SP. Ambos factores de transcripcién son capaces de reprimirse entre
ellos, reflejo de la eficacia del programa.

Estudios anteriores demostraron que ICAP-1 y Kritl poseen una secuencia de
localizacién nuclear (NLS) (Fournier et al., 2005). Su translocacién al nicleo provoca
que ICAP-1 no pueda unirse e inactivar a la subunidad 31 (Calderwood et al., 2013;
Fournier et al., 2005). En base a estos datos previos, nos planteamos la posibilidad de que
ICAP-1 pudiera alterar la expresion de factores de transcripcion implicados en el
desarrollo de los distintos linajes T en el timo. Los ensayos de fraccionamiento celular
nos han permitido determinar una distribucion preferencial de ICAP-1 en la fraccién
nuclear de los timocitos totales, un resultado en linea con previas observaciones de su
localizacién nuclear en fibroblastos y células epiteliales, con consecuencias funcionales
en la actividad transcripcional de los promotores P1 y P2 de c-Myc (Fournier et al., 2005).
Notablemente, detectamos una disminucion de los niveles de mRNA de RUNX3, asi como
una reduccion de la proteina Runx3 en timocitos ICAP-17",

Nuestros resultados sugieren la posibilidad de una implicacién de ICAP-1 nuclear
en la regulacion de la expresion de Runx3, lo cual representaria un potencial mecanismo
implicado en la alteracion de la seleccion positiva de los timocitos CD8" en los ratones
ICAP-1" (Figura 90). Dado que tanto los timocitos control como los deficientes en
ICAP-1 muestran niveles similares de adhesién mediados por a4f1, surge la posibilidad

137



DISCUSION

de que pudiera ser debido a la localizacién nuclear de ICAP-1, y por tanto de la
imposibilidad de regular dicha integrina.

Durante la caracterizacién inicial de los ratones ICAP-17" se observo que la
ausencia de ICAP-1 correlacionaba con una reduccion de la expresion de Runx2 (Bouvard
et al., 2007), marcador asociado a la diferenciacion de osteoblastos. Tanto Runx2 como
Runx3 pertenecen a la misma familia de factores de transcripcion y, por tanto, los
resultados sugieren que la expresion de ambos factores podria estar regulada por ICAP-
1. Dado que ICAP-1 interacciona con Kritl, el cual posee asimismo una NLS y cuya
unién a ICAP-1 facilita su translocacion al niicleo (Fournier et al., 2005), los resultados
abren la posibilidad de que la regulacion de la expresion de Runx3 por ICAP-1 pudiera
estar relacionada con su interaccion a Kritl1.

A

Timocitos ICAP-1** Timocitos ICAP-1"-

\-.

Figura 90. Modelo propuesto de la regulacion ejercida por ICAP-1 sobre Runx3. En timocitos WT,
ICAP-1 promoveria la expresion de Runx3, lo que conllevaria la determinacién hacia el linaje T CD8*. En
timocitos de ratones ICAP-1", la carencia en ICAP-1 provoca una disminucién de la expresion de Runx3,
lo que podria ser la causa de la menor frecuencia de la poblacién de células CD8 SP.

Con todos estos datos, creemos que es importante estudiar a fondo las respuestas
celulares y moleculares que se ven afectadas por la pérdida de ICAP-1 y que alteran la
seleccion positiva de las células CD4"CD8" en los ratones ICAP-17". Asimismo, serd
interesante determinar posibles alteraciones en las células epiteliales del cortex timico por
la falta de ICAP-1 y que pudiera afectar al desarrollo de las células CD8".

Contrariamente a lo observado con timocitos, las células T (CD3") y B (CD19%)
de bazos de ratones ICAP-17" mostraron un aumento notable de la adhesién mediada por
a4f1, indicando que ICAP-1 acttia como regulador negativo del proceso de adhesion.
Observamos un pequefio aumento en la expresion de 1 en la membrana celular de
esplenocitos T y B de ratones ICAP-17~ de 3-5 semanas de edad, aunque este cambio no
era evidente en muestras de ratones de 8-10 semanas en comparacién con muestras de
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ratones ICAP-1"*. Las bases moleculares del mencionado aumento de expresién de 1
son desconocidas por el momento. Seria interesante determinar si la falta de ICAP-1
favorece la estabilizacion de 1 en la membrana plasmatica de los esplenocitos debido a
alteraciones en la maquinaria de reciclaje de 1.

De modo diferente a lo observado con los timocitos, ICAP-1 mostré una
distribucion comparable entre nucleo y citoplasma en células del bazo, un hecho que
pudiera contribuir a la regulacién de la adhesiéon mediada por a4f31 en estas células en
comparacion con las células del timo. Por tanto, la regulacién por ICAP-1 de la adhesion
dependiente de a4p1 de esplenocitos, junto con la falta de regulacién de este proceso en
los timocitos, sugiere un papel de ICAP-1 diferente segin la etapa en el programa de
diferenciacion y desarrollo linfocitario, ademas de ser 6rgano-dependiente Otra posible
base para la regulacién diferencial por ICAP-1 de esta adhesion en estos diferentes tipos
celulares podria venir de diferentes niveles de expresion o de distribucién celular de Krit1
entre estas células.

El aumento de la adhesién a través de adf1 de esplenocitos T ICAP-17" abre la
posibilidad de que un numero mayor de estas células pudieran ser retenidas en el bazo.
Sin embargo, pudimos comprobar que éste no era el caso para las células T CD8", ya que
observamos una disminucion en su frecuencia en el bazo, asi como en los NLs de ratones
ICAP-1"". Esto probablemente refleje la reduccién del niimero de células CD8 SP de los
timos de estos ratones. Aun asi, no podemos excluir completamente que esa reduccion se
deba a alteraciones intrinsecas al trafico leucocitario hacia y entre los érganos linfoides
secundarios, ya que detectamos un aumento del porcentaje células CD8" presentes en la
sangre periférica de ratones ICAP-17~ de 3-5 semanas de edad, asociado al descenso de
células CD8" en bazo y NLs.

Correlacionando con el aumento de la adhesion de células esplénicas B sobre
ligandos de a4f31, observamos una disminucién de la frecuencia de células B MZ en
ratones ICAP-17", mientras que las células FO aumentaron levemente, pero de manera
significativa. La retencion de las células B MZ en la zona marginal depende de las
integrinas o4p1 y aL32, mientras que estas integrinas no son requeridas para la migracion
de las células FO hacia los foliculos (Lo et al., 2003; Lu & Cyster, 2002). La frecuencia
de células B con un fenotipo maduro (IgM™°*IgD"&") presentes en MO resulté ser
similar comparando ratones ICAP-1"* y ICAP-1"", sugiriendo que el aumento en la
frecuencia de células FO detectada en los bazos de ratones ICAP-17" no conllevaba un
incremento en su recirculacion a MO. Asimismo, pudimos concluir que las células B
maduras recirculan de manera normal desde el bazo hasta la MO en ausencia de ICAP-1.

Un aumento en la adhesion dependiente de a4p1 de las células MZ implicaria,
tedricamente, una mayor retencion de estas células en la zona marginal del bazo, lo que
causaria una reduccion de su migracién a los foliculos, aunque no se observarian cambios
en los numeros totales detectados de estas células al analizar la poblacion total esplénica.
No hemos estudiado hasta el momento si la reduccién de la frecuencia de células MZ esta
asociada a la alteracién de la localizacién y distribucién de éstas en los diferentes
compartimentos del bazo. El trafico celular en este 6rgano es considerado como uno de
los mecanismos que regulan la maduracion de las células B MZ (Pillai & Cariappa, 2009).
Estos mecanismos dependen de sefiales que determinan el destino de las células B MZ,
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como pueden ser la sefializacion a través del BCR, la actividad de Notch2, las
interacciones entre BAFF y BAFFR y la sefializacion a través de NF-kB (Pillai &
Cariappa, 2009; Saito et al., 2003; Tanigaki et al., 2002). Sera importante desarrollar
estudios que permitan comprender si alguno de estos procesos esta alterado en bazos de
animales deficientes en ICAP-1, como consecuencia del aumento en la adhesiéon mediada
por a4f31, o de manera independiente a la misma. También seria interesante estudiar si la
generacion de células B MZ desde sus células precursoras
(IsMMIgD"CD21MCD1d"CD23") tiene lugar en bazos carentes de ICAP-1.

Las HPSCs y la generacién de células B no se vieron afectadas en los ratones
ICAP-17". Asimismo, no se habian detectado cambios significativos en el recuento
leucocitario sanguineo en los andlisis incluidos en la Tesis Doctoral de Soledad Isern de
Val (2016), al comparar con muestras procedentes de ratones control. Estos resultados
indican que, en condiciones estériles, la ausencia de ICAP-1 no afecta en gran medida a
la generacion de diferentes células del sistema inmunitario en ratones adultos.
Finalmente, las pequefias variaciones observadas al analizar la migracién de linfocitos
ICAP-1"" hacia bazo y NLs, o la infiltracién de linfocitos T en el peritoneo inflamado tras
la aplicacién de TG, indican que ICAP-1 no regula de un modo importante estos procesos.

La observacion de que la ausencia de ICAP-1 afecta al proceso de seleccion
positiva en el timo, causando una disminucién de la frecuencia de células T CD8" SP,
abre el camino a nuevas investigaciones que se centren en revelar los mecanismos por los
que este proceso estd afectado.

ICAP-1 REGULA NEGATIVAMENTE LA ADHESION DEPENDIENTE DE o4p1 DE
CELULAS DE MM A LA MICROVASCULATURA DE LA MO

La integrina a4f1 es esencial para los procesos de migracion y adhesion de células
de MM a la microvasculatura de la MO y en su posterior extravasacion al interior medular
(Martinez-Moreno et al., 2016; Olson et al., 2005; Mori et al., 2004; Uchiyama et al.,
1993). Asimismo, a4f1 juega un papel critico en la adhesién de las células de MM al
estroma medular, favoreciendo la proliferacion y la supervivencia de las células
tumorales, ademas de participar en procesos de resistencia a quimioterapia (CAM-DR).
La quimioquina CXCL12 se expresa en la MO y se une a su receptor CXCR4 presentado
por células de MM, lo que promueve la activacién de a4f31 y la posterior adhesién
mediada por esta integrina, globalmente contribuyendo a la retencién de las células de
MM en la MO y a su supervivencia. Los activadores intracelulares de esta integrina se
postulan como potentes dianas a tener en cuenta en el desarrollo de futuras terapias frente
al MM (Martinez-Moreno et al., 2016). Sin embargo, menos se conoce sobre la expresion
y funcién de inhibidores de a4f31 en MM, como es el caso de ICAP-1, por lo que
decidimos caracterizar su papel en la adhesion de las células de MM. Observamos que
ICAP-1 se expresa en células de MM de MO de pacientes con esta neoplasia, asi como
en lineas celulares de MM, y detectamos su interaccién de ICAP-1 con 1. El aumento
de la activacion de o4p1 y el posterior incremento en la adhesion dependiente de esta
integrina de células de MM silenciadas para ICAP-1 nos llevé a concluir que ICAP-1
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regula negativamente la activaciéon de a4f31 en células de MM (Martinez-Moreno et al.,
2016) (Figura 91).
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Figura 91. Modelo de la regulacion de la adhesion de células de MM dependiente de a4fl. La
sefializacion inside-out estimulada tras la unién entre CXCL12 y CXCR4 promueve la adhesion estable
dependiente de a4f1 de las células de MM a la microvasculatura de la MO. Posteriormente, estas células
se extravasan siguiendo el gradiente de la quimioquina y se asientan en el estroma medular, proceso también
dependiente de a4f31. La regulacién positiva de la activacién de a4f31 es mediada por talina y kindlin-3,
mientras que ICAP-1 regula negativamente dicha activacién (Martinez-Moreno et al., 2016).

CARACTERIZACION DE RELACIONES FUNCIONALES ENTRE LA RESISTENCIA DE
CELULAS DE MIELOMA MULTIPLE AL BORTEZOMIB Y LA EXPRESION Y FUNCION
DE LA INTEGRINA a4p1

El BTZ constituye uno de los inhibidores del proteasoma mas frecuentemente
utilizados en el tratamiento del MM. Uno de los problemas clinicos mas importantes que
surgen con el uso del BTZ y de otros inhibidores del proteasoma (IP) en el MM es la
aparicion de resistencia, ya sea innata o adquirida (Wallington-Beddoe et al., 2018; Robak
et al., 2018a; Gandolfi et al., 2017; Lub et al., 2016). Esta resistencia puede ser debida,
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entre otros mecanismos, a la incapacidad del BTZ de unirse al proteasoma a causa de
mutaciones en la subunidad 5, a la activacién constitutiva de NF-kB, a la implicacién
del microambiente tumoral en la resistencia, y en determinadas ocasiones, a la sobre-
expresion de transportadores de membrana que expulsan los IP (Barrio et al., 2019;
Wallington-Beddoe et al., 2018; lida, 2016; Verbrugge et al., 2012; Kuhn et al., 2012;
Kale & Moore, 2012; Franke et al., 2012; Markovina et al., 2008; Rumpold et al., 2007).
La caracterizacion de mecanismos celulares y moleculares, ya sean directos o indirectos,
involucrados en la resistencia de células de MM a IP es un area cientifica muy activa que
persigue mejorar los actuales protocolos terapéuticos para frenar la enfermedad. Dada la
importancia de la integrina o4p1 en la progresion del MM, nuestro estudio se ha
focalizado en determinar posibles relaciones funcionales que puedan existir entre la
resistencia de estas células al BTZ y la expresion y funcion de a4p1.

Como ya se ha mencionado, a4f31 juega un papel fundamental en la localizacién
y retencion de las células de MM en la MO a través de su interaccion con componentes
estromales del microambiente de la MO (Martinez-Moreno et al., 2016; Anderson &
Carrasco, 2011; Sanz-Rodriguez et al., 2001; Uchiyama et al., 1993). Asimismo, dicha
interaccion contribuye a la supervivencia de estas células, y les proporciona una mejor
resistencia a los efectos pro-apoptoticos de diferentes agentes quimioterapéuticos tales
como el BTZ (Noborio-Hatano et al., 2009; Hideshima et al., 2007; Damiano et al.,
1999). En ausencia del estroma, el BTZ causa una reduccion en la expresion de a4p1 en
las células de MM (Noborio-Hatano et al., 2009), lo cual ha sido confirmado en el
presente trabajo. Notablemente, nuestros resultados muestran que la resistencia adquirida
tanto a BTZ como a CFZ, en las lineas celulares de MM NCI-H929 y RPMI-8226, se
traduce no sélo en una recuperacion de la expresién de o4f1, sino que las células
resistentes presentan niveles superiores de expresion y funcion de esta integrina que las
células parentales. Esto ya habia sido observado con anterioridad en modelos celulares de
MM resistentes a doxorrubicina y melphalan (Damiano et al., 1999). Por el contrario, dos
lineas celulares resistentes a BTZ que representan modelos de T-ALL y linfoma del manto
no presentaron alteraciones significativas en la expresion y funcion de o4p1, lo que
sugiere que el aumento de expresion de a4f1 en células de MM resistentes a BTZ no
parece ser extensible a otras neoplasias hematologicas.

El incremento de expresion de o4 en las lineas celulares de MM resistentes a BTZ
se basa, como minimo, en una regulacién transcripcional, ya que ambas expresan niveles
mas elevados de mRNA para ITGA4 que las células parentales. Sin embargo, no podemos
excluir eventos post-transcripcionales que contribuyan asimismo al aumento de expresion
proteica de a4. Mientras que la mayor expresion de la subunidad 1 a nivel de proteina
fue observada en ambas lineas celulares resistentes, el incremento de los niveles de
mRNA para ITGBI fue s6lo detectado en las células NCI-H929-R20 pero no en las
células RPMI-8226-R7 o RPMI-8226-R100, sugiriendo distintos mecanismos implicados
en el aumento de 1. Notablemente, las células RPMI-8226 resistentes a BTZ mostraron
que un aumento en la estabilidad de 31 representa uno de los mecanismos implicados en
el incremento de su expresion. Observamos asimismo que la expresion de la subunidad
a5 de las integrinas (1 resulté6 aumentada en la membrana de las células NCI-H929-R20.
La base molecular de la mayor expresioén de a5 en las células resistentes, asi como las
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consecuencias de este incremento de expresién en adhesion a fibronectina, el ligando de
a5B1, no han sido estudiadas en el presente trabajo.

El incremento en la expresion de a4f31 en la membrana de las células de MM
resistentes a BTZ correlacioné con un mayor nivel de adhesion de estas células a los
ligandos de esta integrina que las células parentales. Asimismo, la mayor expresion de
CXCR4 en las células RPMI-8226-R7 probablemente contribuyo, no sélo a su adhesién
in vitro a VCAM-1 y CS-1/FN inmovilizados en presencia de CXCL12, sino también al
incremento en su infiltracién dependiente de a4p1 y de CXCL12 en la MO de ratones
NSG, en comparaciéon con las células parentales. Adicionalmente, el aumento en la
infiltracion de las células RPMI-8226-R7 en la MO caus6 una notable progresion del
MM. Por otro lado, el mayor volumen y peso de los tumores subcutaneos desarrollados
por las células NCI-H929-R20 en presencia de BTZ, en comparacién con los tumores
parentales podria deberse, entre otros mecanismos, al aumento en la expresiéon de a4f1
que facilitara la adhesion de las células resistentes al microambiente tumoral, resistiendo
mejor la accion del BTZ.

Nuestros estudios in silico revelaron que el promotor de ITGA4 presenta sitios de
union, entre otros, para NF-kB1 y FOXO3a. Uno de los mecanismos implicados en la
resistencia de las células de MM al BTZ es la activacién de la via NF-kB (Park et al.,
2014; Markovina et al., 2008). Notablemente, las células NCI-H929-R20 mostraron una
sobre-activacion de la via NF-kB, dado que presentaban un aumento de fosforilacion de
IkB y de NF-kB (p65), y el silenciamiento de NF-kB1 se tradujo en una reduccién de la
expresion de ITGA4 y en una moderada disminucién de la adhesiéon mediada por a4f1.
Asimismo, FOX0O3a mostré una implicacion en el aumento de expresion de ITGA4 y en
la adhesion dependiente de dicha integrina. Estudios futuros tendran que confirmar la
implicacion directa de NF-kB y de FOXO3a sobre la regulacion transcripcional de
ITGA4, asi como analizar el posible papel de otros factores de transcripcion en el aumento
de expresion de ITGA4 en las células resistentes a BTZ.

En conjunto, todos estos datos sugieren el modelo expuesto en la Figura 92. El
aumento de expresion de o4B1 en las células de MM resistentes a BTZ les proporcionaria
una ventaja selectiva de retencién y supervivencia al inhibidor en la MO, lo que se
traduciria en una recaida y en la recuperacion de la progresion de la enfermedad.
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Figura 92. Modelo de la contribucién de a4f1 a la resistencia a BTZ de células de MM. El tratamiento
de las células de MM con BTZ causa una disminucion de la expresién de a4f1, lo que conlleva una
reduccion de la adhesién de estas células al microambiente medular. Consecuentemente, esto afecta a las
seflales de supervivencia y proliferacién que reciben estas células, inhibiéndose el crecimiento tumoral. La
aparicion de resistencia de las células de MM al BTZ se traduce en un aumento de la expresion de a4f1 y
de la adhesién mediada por esta integrina, recuperandose las sefiales que promueven la supervivencia y la
proliferacién celular.

El aumento de expresion y funcién de a4f31 en las células de MM resistentes a
BTZ contribuye globalmente a la resistencia, pero no seria en si mismo el mecanismo
responsable de esta resistencia. Desconocemos por el momento la base molecular de la
resistencia de las células NCI-H929-R20 a BTZ. Uno de los posibles mecanismos podria
estar relacionado con el aumento de activacion de la via NF-kB. Sin embargo, el
silenciamiento de NF-kB (p65) no afect6 significativamente la viabilidad de las células
resistentes, sugiriendo que la activacion de esta via no seria un mecanismo importante en
la resistencia a BTZ. Otro posible mecanismo responsable de la resistencia de estas
células podria proceder de una reduccién en la uniéon del BTZ a la subunidad 5 del
proteasoma (Barrio et al., 2019; lida, 2016; Franke et al., 2012). Dado que el BTZ causa
una notable acumulacion de complejos ubiquitinados en las células NCI-H929-R20, esta
observacidn indica que el inhibidor es capaz de unirse al proteasoma e inhibir su funcién,
un resultado en linea con la ausencia de mutaciones en dicha subunidad del proteasoma
que hemos observado en estas células. Otro dato relevante es la supervivencia de las
células NCI-H929-R20 en presencia de BTZ a pesar de la acumulacion de proteinas
ubiquitinadas. Esta observacion sugiere que estas células tienen probablemente la
capacidad de superar la unfolded protein response inducida por el BTZ, evitando la
muerte celular. Nuestros resultados estarian de acuerdo con datos previos obtenidos con
células de MM adaptadas a crecer en presencia de BTZ (Soriano et al., 2016). La posible
implicacion de trasportadores de membrana que promovieran la expulsién del BTZ de las
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células NCI-H929-R20, evitando de este modo su accién sobre el proteasoma, fue
asimismo descartada como mecanismo implicado en la resistencia mediante la utilizacién
de verapamilo, un agente bloqueante de canales de calcio. Tendremos que realizar
experimentos adicionales que nos permitan identificar la maquinaria implicada en la
resistencia de estas células.

En cuanto a la resistencia a BTZ de las células RPMI-8226-R7, estudios iniciales
demostraron que dichas células poseen una mutacién en la subunidad 5 del proteasoma
que inhibe la union del BTZ (Franke et al., 2012), lo cual probablemente sea la causa
principal de la resistencia. Nuestro estudio ha confirmado que dichas células no acumulan
proteinas ubiquitinadas tras el tratamiento con BTZ. Un mecanismo adicional, aunque
minoritario, que pudiera contribuir a la resistencia en estas células es la actividad de
trasportadores de membrana que expulsara al inhibidor, dada nuestra observacién de que
el tratamiento con verapamilo y BTZ inducia una reduccién parcial del grado de
resistencia de las células RPMI-8226-R7. Otro posible mecanismo de la resistencia de
estas células a BTZ podria estar basado en el aumento de expresion de IGF-1R relativo a
las células parentales, lo cual se ha asociado previamente a resistencia a este inhibidor en
células de MM (Kuhn et al., 2012).

Los resultados de este trabajo mejoraran nuestro conocimiento de los mecanismos
moleculares que contribuyen a las respuestas de resistencia de las células de MM a
inhibidores del proteasoma, y pueden facilitar el disefio de nuevas terapias que impidan
la recaida de los pacientes con MM.
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Los ratones deficientes en ICAP-1 muestran una alteracion de la seleccion
positiva en timo que causa una reduccion especifica de timocitos CD8", indicando
que ICAP-1 esta implicada en el desarrollo de células CD8".

La reduccién en los niveles de timocitos CD8" en ratones ICAP-1"" correlaciona
con una distribucion preferencial nuclear de ICAP-1 en células de timo, y es
independiente de variaciones en la adhesion de timocitos mediada por a431.

La reduccién en la expresién de Runx3 en ratones ICAP-17" sugiere una
implicacion de ICAP-1 en la regulacion de la expresion de Runx3, y abre la
posibilidad de que dicha reduccion pudiera contribuir a la disminuciéon de
timocitos CD8".

Las células T y B de bazos de ratones ICAP-17" presentan mayor activacién de
integrinas f1 y adhesion a ligandos de a431 que las células control, indicando que
ICAP-1 regula negativamente la adhesion dependiente de o431 en estas células.

La falta de ICAP-1 se traduce en una disminucién de células B en la zona marginal
del bazo, y en un aumento de células B foliculares. Los resultados abren la
posibilidad de que la localizacién de células B en el bazo durante su maduracion
pudiera estar regulada por ICAP-1.

Las células de mieloma resistentes a bortezomib muestran un aumento de
expresion de a431 en comparacién con las células parentales, lo que se traduce en
mayor adhesion a ligandos de esta integrina.

El incremento de expresion y funcion de a4f1 en las células de mieloma
resistentes a bortezomib se traduce en un aumento en la infiltracién en médula
Osea y progresion de la enfermedad, asi como en mayor crecimiento de
plasmacitomas.

NF-kB y FOXO3a estan parcialmente implicados en el aumento de expresion de
a4f1 en células de mieloma resistentes a bortezomib.
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ICAP-1 competes with talin and kindlin for binding to the integrin f1 subunit, thus
potentially inhibiting cell adhesion. The a41 integrin is expressed on immune cells and
plays important roles in leukocyte trafficking. Here we used ICAP-1-null mice to study
the possible ICAP-1 involvement during immune cell adhesion, trafficking and
development. The results revealed that ICAP-1 loss affects the thymic positive selection
causing a specific reduction of CD8" cell percentages, indicating that ICAP-1 regulates
CD8" cell development. Decreased CD8" cell frequencies were also detected in spleen
and lymph nodes from ICAP-1-null mice, likely reflecting the reduced thymic CD8"
cell numbers. We found that ICAP-1 is preferentially expressed in the nucleus of
thymocytes, and we observed in ICAP-1-null thymocytes a direct correlation between
lack of ICAP-1 and reduced levels of Runx3, a transcription factor required for CD8"
cell generation, suggesting a potential ICAP1 involvement in the regulation of Runx3
expression. Thymocyte adhesion involving o431 was comparable between ICAP-1-
deficient and control cells. Instead, ICAP-1-null spleen T and B cells displayed an
upregulation of adhesion mediated by a4f31, indicating that ICAP-1 negatively controls
their attachment. Furthermore, ICAP-1 absence led to a decrease in marginal zone B
cell frequencies and to increased follicular B cell percentages. Finally, the hematopoietic
stem and progenitor cell compartments, as well as B lymphopoiesis, were not affected
by ICAP-1 loss. Together, these data unravel a functional involvement of ICAP-1 in the
generation and/or maintenance of CD8" thymocytes and marginal zone B cells.



INTRODUCTION

Integrins are heterodimers of o and B subunits that mediate cell-cell and cell-
extracellular matrix (ECM) interactions.'” Ligand binding to integrins triggers
intracellular signaling that can regulate cell growth and survival.®> Integrins adopt
different conformations which determine the state of activation linked to their ability to
high-affinity ligand binding (integrin activation).*® Integrin activation is a dynamic
process that can be achieved by ligand binding or by interaction of the [ subunit
cytoplasmic domains with specific proteins that promote extension of the integrin
extracellular region from a bent inactive conformation.*° Thus, the cytoplasmic face of
the integrin B subunits harbors several binding motifs for proteins which regulate
integrin activation, including talin, kindlin, ICAP-1 and filamin.*>®° The binding of
talin to membrane-proximal NPXY and kindlin to membrane-distal NPXY motifs in the
B subunit cytoplasmic domain triggers the extension of the extracellular heterodimer
region together with separation of the transmembrane and cytoplasmic domains of o
and [ subunits, leading to high-affinity integrin conformations.

The ICAP-1 large isoform, also known as ICAP-la or ITGB1BP1, is
ubiquitously expressed and contains a C-terminal phosphotyrosine-binding domain that
interacts with a valine residue located at position -5 from the NPXY 1 motif.!>13 ICAP-
1 can compete with talin and kindlin for binding to 3 subunit cytoplasmic regions, and
hence is capable of suppressing integrin activation.'*!> ICAP-1 also contains an N-
terminal nuclear localization signal (KKRH) enabling its nuclear translocation, with
functional consequences for integrin activation.'®'” ICAP-1 can interact with B1, but
not B2, B3 or B5 cytoplasmic regions.'®" Another ICAP-1 binding partner is KRIT1
(Krev interaction trapped-1; also known as CCM1), a protein containing three
NPX(Y/F) motifs of which the first one mediates interaction with ICAP-1.'819 Of note,
ICAP-1/KRIT1 binding blocks ICAP-1 interaction with 1, resulting in upregulated
integrin activation,!”:1%-20

Characterization of ICAP-1-null mice revealed a defective osteoblastic function,
and showed that ICAP-1-deficient osteoblasts adopt fibronectin receptors in an active
conformation leading to increased cell adhesion to fibronectin.?! Furthermore, we
recently reported that ICAP-1-silenced multiple myeloma cells display upregulated
adhesion to the a4 1 integrin ligands VCAM-1 and the CS-1 region of fibronectin (CS-
1/FN).?

Immune cells and bone marrow (BM) hematopoietic progenitor cells (HPCs)
express several [1-class integrins, especially a4f1. This integrin mediates cell
trafficking to sites of inflammation and can contribute to migration to lymphoid
tissues.?® Given that ICAP-1 can compete with talin and kindlin proteins for modulation
of B1 integrin activation, we hypothesized that ICAP-1 might regulate the immune cell
trafficking and function. In the present work we directly tested this hypothesis in ICAP-
1-knockout mice.



MATERIALS AND METHODS

Mice. ICAP*" mice were intercrossed to generate ICAP” mice that were genotyped by
PCR as described.?! Confirmation of ICAP-1 deletion was further assessed by
immunoblotting with anti-ICAP-1 antibodies (a gift of Drs. Daniel Bouvard; and
Corinne Albiges-Rizo, Institute for Advanced Biosciences, La Tronche, France).
Spleens, lymph nodes, thymus and BM were obtained from 3-5- or 8-10-week old mice.
BM samples were obtained from femur and tibia by washing the bone with PBS. Tissues
were disrupted on a 40 pm nylon filter (Life Sciences, Falcon, New York, USA) to
obtain single cell suspensions. When needed, erythrocytes were lysed on ice with lysis
buffer (NH4Cl 170 mM, KHCOs 12 mM, EDTA 50 mM). Peripheral blood (PB)
harvested into PBS-EDTA was obtained either from the heart or the retro orbital sinuses.
CD3" T cell populations from spleens were enriched by density gradient and negative
selection following manufacturer’s indications (EasySep, Stem Cell Technologies,
Canada) (purity>85-90%). CD19" B cells were isolated (purity >90%) by cell depletion
using mouse pan-T Dynabeads (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) of
mononuclear splenocytes (Lympholyte gradient purification, Cedarlane Laboratories,
Burlington, Canada). Mice were kept under specific pathogen-free conditions at the
animal facility of the Centro de Investigaciones Bioldgicas, and all mouse experiments
were approved by the Consejo Superior de Investigaciones Cientificas Ethics
Committee (Madrid, Spain).

Cell adhesion assays. Static and flow chamber adhesion assays to a4p1 ligands were
carried out as described,?* and detailed in supplemental Methods.

Flow cytometry. When required, cells were pre-incubated for 10 min on ice with Fc
receptor-blocking antibody (BD Biosciences) in FACS buffer (PBS with 1% FBS and
sodium azide). Then, cells were stained for 30 min on ice with the corresponding
purified or fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies, followed by incubation
with secondary antibodies or streptavidin-conjugated fluorochromes. Purified or
conjugated Rat IgG2b, k and Armenian Hamster IgG were used as isotype controls. The
antibodies used for flow cytometry are listed in Table S1 (SI Appendix). Samples were
analyzed either with a Coulter Epics XL, a FC500 (Beckman Coulter) or a Becton
Dickinson LSRII flow cytometers. We used CXP and FlowLogic software for analysis
of flow cytometry data.

Statistical analyses. Analyses were performed with GraphPad Prism 5. Outliers
according to the Grubbs' test were excluded. Two groups of normally distributed data
were compared using the paired and unpaired ¢ test. Results were considered
significantly different when p<0.05. Non-significant differences were marked as ns.
Error bars show £SD.

Data Sharing Statement. For original data, please contact: joaquint@cib.csic.es
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RESULTS

Adhesion properties of ICAP-1-null lymphocytes. ICAP-1"" splenocytes displayed
talin and kindlin-3 electrophoretic patterns and expression levels similar to control
splenocytes (Fig. 1A, left and right). The mean fluorescence intensity (MFI) values of
surface B1 integrin were comparable on CD4" and CD8" T cells from spleens of ICAP-
17~ and ICAP-1"* mice (Fig. 1B). A small and non-significant increase of 1 expression
on ICAP-1-null spleen B220" B cells was observed (Fig. 1B), but it was not linked to
changes in o4 integrin subunit levels (SI Appendix, Fig. S1A). A minimal enhancement
in a4 MFI values on ICAP-17- CD8" splenocytes was detected (SI Appendix, Fig. S1A),
but it was not associated with increased 1 expression (Fig. 1B). These data indicate that
a4p1 expression was comparable on ICAP-1"7-and ICAP-1"* B and T splenocytes. Of
note, total splenocytes as well as spleen-derived CD3" T cells and CD19" B cells from
ICAP-1-deficient mice displayed stronger a41-mediated adhesion to VCAM-1 and to
CS-1/FN than control cells (Fig. 1C). In support of lack of ICAP-1 binding to and
regulation of B2 integrins,'®!! there were no significant changes in cell adhesion to
ICAM-1 (Fig. 1C). Results from adhesion assays performed under shear stress
measuring cells that adhered to VCAM-1 co-immobilized with CXCL12 showed higher
numbers of stably arrested ICAP-1"" cells than control cells (Fig. 1D), confirming a key
role for ICAP-1 in negatively regulating a41-dependent cell attachment.

Next, we determined the activation state of 1 integrin by using the 9EG7 mAb,
which binds to an activation-induced epitope in 1 integrins.?®> In agreement with data
obtained with ICAP-1-null osteoblasts and fibroblasts,?! 9EG7 showed stronger binding
to ICAP-17" splenocytes than to control counterparts (Fig. 1E), indicating that ICAP-1
also negatively controls 1 integrin affinity of splenocytes. Along the adhesion process,
cells undergo adhesion strengthening followed by spreading. Both ICAP-17-and ICAP-
1*"* cells exhibited similar spreading ability on VCAM-1/CXCL12 (SI Appendix, Fig.
S1B), suggesting that ICAP-1 is not involved in post-ligand binding events such as cell
spreading mediated by o4fp1.

Analysis of the competitive migration to spleen of differentially-labelled control
and ICAP-1-null splenocytes revealed only a small increase in homing of ICAP-17
relative to ICAP-1""* cells (Fig. 1F, left), whereas the number of splenocytes migrating
to lymph nodes (LNs) or remaining in peripheral blood (PB) was slightly reduced (Fig.
1F, middle and right). These minor homing differences likely reflect previous
observations revealing that a4f31 does not play major roles in lymphocyte homing to
spleen.?®?” As a4 integrins contribute to T lymphocyte migration to thioglycolate (TG)-
inflamed peritoneum likely involving a4B1-VCAM-1 interactions,”® we investigated
whether lack of ICAP-1 could alter T cell trafficking in the TG-induced peritonitis
inflammation model. Although the total cell numbers in the peritoneal lavage of PBS
(control) and TG-treated ICAP-1"* and ICAP-1""mice were similar (not shown), CD4"
and CD8" T cell content in the lavage of TG-exposed mice differed moderately between
the genotypes. The variations, however, did not reach statistical significance (Fig. 1G).



ICAP-1 deficiency alters CD8" T cell development. ICAP-1 was expressed in the
thymus of ICAP-1*"* mice and was absent in ICAP-1-null littermates (SI Appendix, Fig.
S2A). Confirming earlier results,?! ICAP-1" mice were smaller than control animals,
which was more evident at 3-5 weeks of age (SI Appendix, Fig. S2B). ICAP-17~ thymi
were smaller than those from control animals, especially in younger mice, and
consistently, total thymus cellularity was significantly reduced (Fig. 2A). Interestingly,
percentages of CD8" single positive (SP) thymocytes were lower in ICAP-17" than in
control thymi, whereas frequencies of CD4°CD8" double negative (DN), CD4"CD8"
double positive (DP) and CD4" SP cells were not significantly altered (Fig. 2B),
suggesting a specific defect in CD8" SP cell generation. Accordingly, although the total
numbers of DP and CD4" and CD8" SP cells were reduced in ICAP-17~ thymi (SI
Appendix, Fig. S2C), reflecting the decreased total thymus cellularity, the reduction was
particularly marked in CD8" SP cells. These data strongly suggest that lack of ICAP-1
expression specifically alters the selection and intrathymic development from the DP to
the CD8" cell subset.

The expression of CD69 is a hallmark at the beginning of the positive selection
process that takes place at the TCRaB" DP stage and results in the generation of CD4"
and CD8" SP thymocytes.?®3! A remarkable reduction of CD69" cell percentage was
detected in TCRa3*CD8" SP cells from ICAP-1"" mice relative to control counterparts
(Fig. 2C). A minor decrease in CD69" cells was also seen in TCRa CD4" SP cells
from ICAP-1-null mice. These results confirm that loss of ICAP-1 affects the positive
selection of CD8" SP thymocytes, thus indicating that ICAP-1 regulates CD8" T cell
development. Determination of proliferation rates of thymocyte subsets revealed that
proliferation was not affected by the lack of ICAP-1 (Fig. 2B).

Lack of ICAP-1 expression in thymic cells did not affect their talin, kindlin-3
and (1 integrin electrophoretic pattern (SI Appendix, Fig. S2D). Minor increases in 1
membrane expression on ICAP-17"DN and CD8" SP thymocytes from 3-5 week-old,
but not on 8-10 week-old animals were detected (Fig. 2E; SI Appendix, Fig. S2E).
Adhesion mediated by a4f1 contributes to thymocyte positioning at different thymic
compartments,* although several a4-deficient mouse models revealed that o4 integrins
are not required for T cell differentiation in the thymus.*> Both ICAP-1""* and ICAP-
17" total thymocytes (85-90% DP cells) displayed similar adhesion levels to CS-1/FN,
regardless of whether adhesion times were short (2-4 min; Fig. 2F) or longer (20-30
min, not shown).

Interaction of chemokines with their receptors is essential for thymocyte
trafficking and for exposing thymocytes to distinct developmental stimuli.>**” CCR?7,
CXCR4 and CCR9 are main chemokine receptors differentially expressed on
thymocytes, and therefore we determined their expression on thymocyte
subpopulations. CCR7 mediates cortex to medulla migration after positive selection via
interaction with CCL19 and CCL21, which are expressed in the medulla.>*3® Minor
reductions in CCR7 expression were detected on CD4" SP cells from ICAP-1"" mice,
whereas its expression was not altered in other thymocyte subsets (Fig. 2G; SI Appendizx,
Fig. S2F). CCR9 facilitates DN cell movement to the subcapsullar zone,*>*! whereas



CXCR4 contributes to DP thymocyte retention in the cortex.***3 CCR9 levels were
mostly unchanged on the thymocyte subpopulations, and CXCR4 expression was
detected on DP cells, with similar levels on ICAP-17~and ICAP-1""* cells (Fig. 2G; SI
Appendix, Fig. S2F). The minimal variations in chemokine receptor expression on the
different thymocyte subpopulations between control and ICAP-1-null mice suggest that
the reduced CD8" cell development in ICAP-1"" mice is not grossly contributed by
changes in thymocyte trafficking. Yet, we cannot rule out whether potential alterations
in CCL19/21 and/or CXCL12 expression in ICAP-17"mice could perturb the migration
of thymocytes and influence their development.

In addition to bind 1 and to localize to the cell membrane, ICAP-1 bears a
nuclear localization signal which mediates its export to the nucleus.!®!” Remarkably,
ICAP-1 displayed a preferential nuclear distribution in thymocytes compared to
splenocytes, which showed small differences between cytoplasmic and nuclear ICAP-1
distribution (Fig. 3A). These data raised the possibility of a potential involvement of
nuclear ICAP-1 in CD8" SP development. Interestingly, expression of RUNX3, a
transcription factor required for CD8" cell generation,***® was significantly reduced in
ICAP-1-null thymus, whereas expression of THPOK, GATA3 and SOCS1, transcription
factors controlling CD4" cell production,*”>° was mostly comparable between ICAP-1-
’~and control cells (Fig. 3B; SI Appendix, Fig. S2G). There was a small decrease in the
expression in ICAP-17"cells of IL-7R, an upstream regulator of Runx3,*°!*>? but it did
not reach statistical significance, and no altered ETS1 expression was observed (Fig.
3B). Expression of c-MYC, whose promoter is a target of nuclear ICAP-1,'® was similar
between control and ICAP-1-deficient cells (SI Appendix, Fig. S2G). Of note, the
reduced RUNX3 expression in ICAP-1-null thymus was associated with decreased
Runx3 protein levels (Fig. 3C), therefore raising the possibility that Runx3 reduction
might underlie the altered CD8" cell development seen in ICAP-17"mice.

Decrease in spleen CD8" cell frequency in ICAP-1-null mice. Similar to thymus, 3-5
week-old ICAP-17" spleens were smaller than control animals (Fig. 4A, top).
Accordingly, ICAP-1-deficient spleens as well as LNs, displayed a decrease in total
cellularity relative to ICAP-1"* mice (Fig. 4A, bottom). No major differences in their
spleen sizes were observed at 8-10 weeks, and their total cell numbers were comparable.
Analogous to ICAP-17" thymus, CD8" cell percentages were significantly diminished in
spleens and LNs from ICAP-1-null compared with control mice (Fig. 4B). Correlating
with reduced CD8" cell frequency, an increase in CD4" cell percentages in 8-10 week-
old spleens was detected. Analysis of PB showed higher CD8" cell frequencies in 3-5
week-old ICAP-17"mice than to control littermates, but not in older animals (Fig. 4C).

Similar to the increased 31 expression seen in some thymocyte populations in 3-
5 week-old ICAP-1-null mice (see Fig. 3B), we also detected small enhancements in 31
levels in spleen CD4" and CD8" cells from young mice (Fig. 4D), but no alterations in
o4 integrin expression (not shown).

Normal hematopoietic stem and progenitor cell populations, and unaltered B
lymphopoiesis in the bone marrow of ICAP-1-null mice. ICAP-1 is expressed in BM



hematopoietic stem cells (HSC) (Gene Expression Commons, http://gexc.stanford.edu,
and GEO GSE77078).>3 To study if ICAP-1 loss affected the HSC and hematopoietic
progenitor cell (HPC) populations in BM, committed cells were first removed from
subsequent FACS analyses by using a combination of antibodies against hematopoietic
lineage-specific cell surface antigens (CD3, CD45R/B220, CD11b, TER-119 and Ly-
G6/Gr-1). After selecting the lineage negative population (Lin") harboring HSCs and
HPCs, expression of HSCs markers was analyzed. There were no remarkable
differences in total LSK (Lin™ Sca-1* c-Kit") cell populations between ICAP-1"* and
ICAP-1"" mice (Fig. 5A). HSCs are characterized by the expression of CD150 and lack
of CD48.>* Analysis of selected CD48"CD150" BM cell populations (MPP1: Lin" Sca-
1" c-Kit" CD34* CD48 CD150") revealed no significant differences between ICAP-1"*
and ICAP-1"" mice (Fig. 5B, left panel), indicating that lack of ICAP-1expression does
not affect the MPP1 compartment. In addition, neither MPP2 (Lin" Sca-1 *c-Kit" CD34"
CD48" CD150") or MPP3/4 (Lin Sca-1 "c-Kit" CD34" CD48" CD150") cell populations
displayed significant differences between both mice groups (Fig. 5B, middle and right
panels). Together, these results reveal that there is no enrichment or depletion of HSPCs
at any stage downstream in the differentiation program.

The frequency of B220* BM cells was similar in control and ICAP-1"" mice (Fig.
5C), and their 1 surface levels were comparable (SI Appendix, Fig. S3A). Furthermore,
based on B220/CD43 and B220/CD25 expression, we found no remarkable differences
in the proB and preB cell distribution, and in immature and recirculating mature B cells,
according to IgM and IgD expression levels (Fig. 5D; SI Appendix, Fig. S3B).

Altered frequencies of mature marginal zone and follicular B cells in spleen of
ICAP-1-deficient mice. B220" cell percentages in spleen, LNs and PB from ICAP-1"-
mice were similar to those from control animals (Fig. 6A). Reflecting the reduced total
cell numbers in spleens from 3-5 week-old ICAP-1-null mice (see Fig. 4A, bottom),
decreased B220" cell numbers were detected in these mice, but not in older ones (SI
Appendix, Fig. S4A). B220" splenocytes from 3-5 week-old ICAP-17"mice displayed a
small increase in 1 surface levels (Fig. 6B), similar to CD4" and CD8" splenocytes (see
Fig. 4D), while 4 expression was comparable with ICAP-1*"* cells (SI Appendix, Fig.
S4B).

B cells in the spleen undergo transitional stages into mature follicular (FO) or
MZ B cells.”® The latter express high levels of surface IgM and low amounts of IgD and
do not recirculate between lymphoid organs and blood, but shuttle between the MZ and
the follicles.°®” Instead, FO B cells traffic to the follicles and display a recirculating
phenotype, predominantly expressing medium/low IgM levels and high IgD amounts.
The percentage of CD19" spleen B cells displaying a IgM"8"/IgD!*¥ MZ-like phenotype
significantly decreased in ICAP-1-null mice relative to control littermates, whereas
higher IgM™°¥/IgD" FO cell frequencies in the ICAP-1"-(85-90%) than in ICAP-1*/*
(75-80%) mice were observed (Fig. 6C). We further evaluated the MZ and FO cell
populations based on the expression of CD21 and CD23. The analysis of these markers
in CD19" spleen B cells revealed reduced CD21"¢"CD23" percentage of MZ cells and
enhanced CD21"CD23" FO cells in the ICAP-17"mice (Fig. 6D). The altered frequencies


http://gexc.stanford.edu/

of ICAP-1-null MZ and FO B cells, linked to the up-regulated adhesion of ICAP-1-
deficient spleen B cells (see Fig. 1C), raise the possibility that B cell positioning within
the spleen for controlled B cell maturation might be regulated by ICAP-1.

Unaltered neutrophil distribution in spleen and bone marrow of ICAP-1-deficient
mice, and normal leukocyte counts in peripheral blood. The percentage of
neutrophils in the spleen and BM from ICAP-17 mice was comparable to control
counterparts (SI Appendix, Fig. S5). To determine if absence of ICAP-1 influenced the
PB counts of young adult (9-12 week-old) mice, we analyzed a wide range of cellular
blood components. Data revealed no major alterations in ICAP-1-null PB cellular counts
and haemoglobin levels compared to control animals (SI Appendix, Table S1).



DISCUSSION

ICAP-1 can regulate cell adhesion by binding to the cytoplasmic domain of 31
integrin subunits.!® As a4p1 is a main B1 integrin expressed by immune cells, here we
have characterized their development in mice lacking ICAP-1. The results revealed that
ICAP-1 absence affects positive selection of CD8" thymocytes, as indicated by a
specific reduction of CD8" cell numbers, therefore unveiling an ICAP-1 involvement in
CD8" cell development in the thymus. Adhesion assays to a4f1 ligands using unselected
thymocytes (mostly DP) showed similar attachment levels between ICAP-17- and
control thymocytes, suggesting that the altered positive selection is independent of
potential adhesion changes. We have not determined if ICAP-1 absence in DN, CD4"
and CD8" SP thymocyte subsets affects their a41-dependent attachment, and therefore,
we cannot exclude that ICAP-1-null thymocyte subsets distinct from DP cells might
have altered attachment. Previous studies revealed that ICAP-17- osteoblasts have
decreased proliferation.?! We found that the reduced CD8* SP thymocyte frequency was
not associated with diminished proliferation, suggesting that ICAP-1-regulated
proliferation might be cell type-context dependent.

Positive selection involves the interaction of TCRs on DP thymocytes with self-
peptides presented by MHC molecules on thymic epithelial cells.’®>° These interactions
regulate the expression of transcription factors that ultimately direct cell fates towards
the CD4" or CD8" lineages. The transcription factor Runx3 is required for CD8" cell
development from DP cells, and its expression is controlled by IL-7 which in
combination with IL-15 specifies the CD8" lineage.**#64¢%0 We show that ICAP-1 is
preferentially expressed in the nucleus of thymocytes, a finding in line with previous
observations of ICAP-1 nuclear localization in fibroblasts and epithelial cells, with
functional consequences on the transcriptional activity of c-Myc promoters.'®
Remarkably, we obtained a direct correlation between lack of ICAP-1 and reduced
Runx3 mRNA and protein levels in ICAP-1-null thymocytes. These data raise the
possibility of a potential involvement of nuclear ICAP1 in the regulation of Runx3
expression, which could be behind the altered positive selection of CD8" thymocytes in
ICAP-17" mice. Of note, decreased expression of the bone marker RUNX2 was also
observed in ICAP-1-null mice.?! Whether the unaltered a4f1-mediated adhesion of
ICAP-1-deficient thymocytes is based on the preferential ICAP-1 nuclear localization,
is a possibility that deserves further studies.

Unlike thymocytes, ICAP-1""spleen T and B cells displayed an increase in B1
integrin affinity and upregulated adhesion mediated by a4f31, indicating that ICAP-1
negatively controls their attachment. We observed minor increases of 31 expression on
the membrane of spleen T and B cells from 3-5 week-old, but not from 8-10 week-old
mice. The basis for the augmented 31 expression is not known at present. ICAP-1
displayed a comparable distribution between cytoplasm and nucleus in spleen cells, a
fact that might contribute to the regulation of a4f31-mediated adhesion of these cells
compared to thymic cells. Another possible clue for the distinct regulation of adhesion
by ICAP-1 in these different cell types might come from potentially different expression
levels and cellular distribution of the ICAP-1-binding partner Krit1 between these cells.



The increased a4p1-mediated adhesion of ICAP-17"spleen T cells could open
the possibility that higher number of T cells might be retained in the spleen T-cell zone.
However, this was not the case for CD8" cells, as their diminished frequencies in the
spleens as well as in the LNs of ICAP-1"-mice most likely reflect the reduced CD8" cell
numbers from their thymi. Nonetheless, we cannot exclude intrinsic alterations in
trafficking to and within these lymphoid organs, as we detected increased PB CD8" cell
percentages in ICAP-1"- mice linked to the reduced CD8" cell numbers in spleen and
LNs.

Associated with spleen B cell upregulated attachment to a4f1 ligands, a
remarkable decrease in MZ B cell frequencies was found in ICAP-1-null mice, whereas
FO B cells displayed a moderate increase. Retention of MZ B cells in the marginal zone
depends on o4f1 and al.2, whereas these integrins are not required for FO B cell
lodging in the follicles.®* The frequency of mature (IgM™°*IgD"") B cells in the BM
was similar between ICAP-17" and control mice, indicating that enhanced FO B cell
percentages in ICAP-1-deficient spleens do not lead to their increased recirculation to
BM. An enhanced o4p1-dependent MZ B cell adhesion could theoretically augment
their retention in the marginal zone, causing a reduction in their shuttling to the follicles,
although total cell numbers should not change. We have not tested if reduced MZ B cell
frequency is associated with perturbed distribution of these cells in the different spleen
compartments. Regulated cell trafficking in the spleen is one of the several mechanisms
controlling MZ B cell maturation.® These mechanisms are dictated by commitment
signals to a MZ B cell fate, such as those depending on the strength of BCR signaling,
Notch2 activity, BAFF-BAFFR interactions and the NF- B pathway.’®%®> Whether
any of such processes is perturbed in ICAP-1""spleens dependently or independently of
the altered a4 1-mediated B cell adhesion, or if inhibition in MZ B cell generation from
their precursors (IgM"IgD"CD21"CD1d"CD23") takes place, warrants further studies.

The HSC and HPC compartments as well as B lymphopoiesis were not affected
by ICAP-1 loss, and adult ICAP-1-null mice (>9 weeks) displayed no remarkable
changes in leukocyte numbers in their PB. These results indicate that under controlled
sterile conditions, the absence of ICAP-1 does not grossly impair the generation of the
different immune cell types in adult mice. In addition, the modest alterations in
migration to spleen and LNs, and to TG-inflamed peritoneum shown by ICAP-1"-
lymphocytes indicate that ICAP-1 does not importantly contribute to these homing
events. Our results open the way for future research focusing on the mechanisms of the
developmental processes regulated by ICAP-1.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. ICAP-1-null splenocytes display increased a4f1-mediated attachment.
(A) Spleen cells from control (+/+), heterozygous (+/-) or knock-out (-/-) ICAP-1 mice
were analyzed by immunoblotting for expression of the indicated proteins. Endothelial
bEnd.3 cells were used as positive control for ICAP-1 expression. Control loading is
shown by blotting with anti-B-actin antibodies. (B) B1 integrin expression on the
indicated spleen cell populations was tested by flow cytometry. (C) Total splenocytes
(left), or CD3"- or CD19"-selected T or B cells, respectively (middle and right), from
ICAP-1""* or ICAP-1""mice were subjected to adhesion assays to VCAM-1, ICAM-1 or
CS-1/FN, in the absence or presence of co-immobilized CXCL12 (n=3-6; p<0.01,
Ap<0.05). (D) Splenocytes were perfused in flow chambers coated with VCAM-1 co-
immobilized with CXCL12, and analyzed for rolling and stable cell arrest. Data is
presented as mean +SD of adhered cells (n=3; **p<0.01). (E) Splenocytes were attached
onto PLL or VCAM-1, incubated with isotype control or 9EG7 anti-f1 mAb and
subjected to fluorescence microscopy (***p<0.001, 2p<0.05). (F) CFSE- and Far Red-
stained splenocytes from ICAP-1"* and ICAP-17" mice were injected into control
recipients at 1:1 ratio, and cells that migrated into spleen and LNs, or remained in
peripheral blood (PB), were analyzed by flow cytometry. Data is referred to migrating
control cells, which were given a value of 1. Migration was significantly upregulated
(*p<0.05) or inhibited (*p<0.01) (n=6). (G) Mice were administered with 3%
thioglycolate (TG) and CD4" and CD8" cell numbers in the peritoneal lavage were
determined by flow cytometry. Data represent fold induction between TG- and PBS
(control)-induced cell infiltration in the peritoneal cavity (n=6-9).

Figure 2. Altered CD8" T cell development in ICAP-1-deficient mice. (A, top)
Pictures depict thymi from 3-5- or 8-10-week old control and ICAP-1-null mice.
(Bottom) Shown is the total cellularity of thymi at the indicated ages relative to control
animals, which were given a value of 100 (n=11-18; “p<0.01, "p<0.05). (B) Distribution
of the indicated cell populations as assessed by flow cytometry (" p<0.001, ‘p<0.05).
(C, left) The expression of CD69 and TCR a8 on 3-5 week-old CD4" and CD8" SP
thymocytes was assessed by flow cytometry. (Right) Shown is the quantification of
CD69" expression in TCR af* CD4" SP and TCR aff* CD8" SP thymocytes from
ICAP-1"* and ICAP-17" mice (""p<0.001). (D) Proliferation rates were assessed by
FACS using anti-Ki67 antibodies. Shown is a representative result out of four
experiments. (E) Total B1 integrin expression on the indicated thymocyte populations
was tested by flow cytometry. (F) Total thymocytes were subjected to adhesion assays
to CS-1/FN (n= 8). (G) Flow cytometry showing expression of the indicated chemokine
receptors on different thymocyte subpopulations from control and ICAP-1-null mice.

Figure 3. Differential cellular distribution of ICAP-1 in thymus and spleen, and
decreased Runx3 expression in ICAP-1"- thymus. (A) Thymus and spleen cells from
wild type mice were subjected to cell fractionation assays to enrich for cytoplasmic and
nuclear fractions. SAM68 and vinculin were used as nuclear and cytoplasmic markers.


http:��p<0.01
http:��p<0.01

(B, C) Thymic cells were tested by qPCR for expression of the indicated transcription
factors (B), or by immunoblotting to assess Runx3 expression (C) (‘p<0.05) (n=3-4).

Figure 4. CD8" cell percentages are reduced in spleen and lymph nodes from ICAP-
1-null mice. (A, top) Gross appearance of spleens from control and ICAP-17" mice.
(Bottom) Total cellularity of spleens and LNs from ICAP-1""mice relative to wild type
animals, which were given a value of 100 (n=13-17; “p<0.01). (B-C) Distribution of
CD4" and CD8" cells in spleens and LNs (B), and in peripheral blood (C) from ICAP-
1** and ICAP-1"" mice. Percentages were significantly reduced, “~p<0.01, "p<0.05, or
increased, #p<0.05. (D) B1 integrin expression on the indicated spleen cell populations
was tested by flow cytometry (**2p<0.001, 2p<0.05).

Figure 5. Analysis of bone marrow cell populations in ICAP-1-null mice.
Committed BM progenitors were removed for the analysis using a combination of
antibodies against hematopoietic lineage-specific cell surface antigens, and the selected
LSK (A) and HSC/MMP1 (LSK-CD48 CD1507) (B, left panel) cell populations from
ICAP-1"* and ICAP-1"" mice were analyzed by flow cytometry. The middle and right
panels in (B) display the distribution of MPP2 and MPP3/4 cellular populations. (C)
Percentage of bone marrow B220" cells was assessed by flow cytometry. (D)
CD19'B220" bone marrow cells were gated and subsequently analyzed by flow
cytometry for the expression of CD43 and CD25, and IgM and IgD. A representative
result out of four independent analyses is shown.

Figure 6. Altered distribution of marginal zone and follicular B cells in spleens of
ICAP-1-null mice. (A) The B220" cell percentages in spleens, LNs and PB from ICAP-
1** and ICAP-1"" mice were assessed by flow cytometry. (B) Surface levels of B1
integrin on spleen B220" cells were analyzed by flow cytometry (*p<0.05). (C, D) The
distribution of marginal zone (MZ) and follicular (FO) CD19" spleen B cells was
determined by flow cytometry with anti-IgM or anti-IgD antibodies (C), or with anti-
CD21 and anti-CD23 antibodies (D). Percentages were significantly reduced,
“"p<0.001 and "'p<0.01, or increased, 2p<0.05.
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In vivo adhesion of malignant B cells to bone marrow
microvasculature is regulated by adpl cytoplasmic-binding

proteins

M Martinez-Moreno'?, M Leiva>®, N Aguilera-Montilla’, S Sevilla-Movilla', S Isern de Val', N Arellano-Sanchez', NC Gutiérrez,
R Maldonado®, J Martinez-Lopez®*, | Buiio®, JA Garcia-Marco®, P Sanchez-Mateos’, A Hidalgo®®, A Garcia-Pardo' and J Teixid6'

Multiple myeloma (MM) and chronic lymphocytic leukemia (CLL) cells must attach to the bone marrow (BM) microvasculature
before lodging in the BM microenvironment. Using intravital microscopy (IVM) of the BM calvariae we demonstrate that the a4f31
integrin is required for MM and CLL cell firm arrest onto the BM microvasculature, while endothelial P-selectin and E-selectin
mediate cell rolling. Talin, kindlin-3 and ICAP-1 are B1-integrin-binding partners that regulate 31-mediated cell adhesion. We show
that talin and kindlin-3 cooperatively stimulate high affinity and strength of a4f1-dependent MM and CLL cell attachment, whereas
ICAP-1 negatively regulates this adhesion. A functional connection between talin/kindlin-3 and Rac1 was found to be required for
MM cell attachment mediated by a4B1. Importantly, IVM analyses with talin- and kindlin-3-silenced MM cells indicate that these
proteins are needed for cell arrest on the BM microvasculature. Instead, MM cell arrest is repressed by ICAP-1. Moreover, MM cells
silenced for talin and kindlin-3, and cultured on a4{31 ligands showed higher susceptibility to bortezomib-mediated cell apoptosis.
Our results highlight the requirement of a4f31 and selectins for the in vivo attachment of MM and CLL cells to the BM
microvasculature, and indicate that talin, kindlin-3 and ICAP-1 differentially control physiological adhesion by regulating a4p1

activity.

Leukemia advance online publication, 8 January 2016; doi:10.1038/leu.2015.332

INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) and chronic lymphocytic leukemia (CLL)
are B-cell neoplasms characterized by malignant cell trafficking to
the bone marrow (BM)." Myeloma cells accumulate in the BM,
leading to bone destruction, anemia, serum monoclonal gammo-
pathy and immune suppression,* and their attachment to
components of the BM microenvironment induces cell adhesion-
mediated drug resistance (CAM-DR).>® Widespread involvement of
the BM and the presence of circulating MM cells in more than 70%
of patients at diagnosis indicate that there is a continuous
recirculation of MM cells in the peripheral blood and re-entrance
to multiple areas in the BM niches.”® Homing of MM cells from the
circulation into the BM milieu must begin with stepwise interactions
with the BM microvasculature, involving rolling and firm attach-
ment processes. The initial rolling step may potentially be mediated
by selectins, and it was earlier shown that P-selectin glycoprotein
ligand-1 (PSGL-1) contributes to the overall MM cell homing to the
BM.? In vitro data suggest that a4f1 and aLB2 integrins are relevant
candidates to mediate the attachment of circulating MM cells to the
BM microvasculature,’®'* but the in vivo contribution of these
integrins has not yet been fully elucidated.

The 0431 integrin also has key roles in CLL cell in vitro migration
and in vivo homing to BM and lymph nodes (LNs).">™2° a4f1

expression is associated with the presence of lymphadenopathy in
CLL patients,?' and it was recently shown to be the strongest
predictor of overall survival in CLL?* alf2 displays aberrant
chemokine-induced activation in CLL cells”®>% and it also
contributes to CLL cell in vitro migration.”' The role of alLB2 in
CLL in vivo adhesion is less clear. As in MM, CLL cell interaction
with the BM microenvironment provides survival signals and
induces drug resistance, thus contributing to disease
progression.2%%’

The a4f1 activity is tightly regulated by inside-out signaling
induced upon chemokine-receptor interactions.”® In MM cells, the
small GTPase Rac1 and its upstream activator DOCK2, as well as
RhoA positively regulate this signaling in response to the
chemokine CXCL12, leading to stimulation of a4f31-mediated cell
adhesion.?®3° A key step in integrin activation in leukocytes is the
binding of talin and the hematopoietic-specific kindlin-3 to the
cytoplasmic domain of the integrin B1 subunit3'* The talin
N-terminal FERM (protein 4.1, ezrin, radixin and moesin) region
binds to the membrane-proximal NPXY/F motif of B-subunit
cytoplasmic tails. This causes the spatial separation of the a- and
B-subunits and the extension of the integrin extracellular domain,
leading to the generation of high-affinity integrins and upregula-
tion of cell adhesion.*"** Kindlin proteins also have a FERM
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domain that binds to a distinct NXXY/F site in the membrane-
distal region of the PB-cytoplasmic domain.3?*3 Recent data
showed that talin and kindlin-3 have distinct but cooperative
roles during integrin inside-out activation in leukocytes*
Importantly, talin depletion leads to reduced chemokine-
stimulated leukocyte adhesiveness to a4f1 and alp2
ligands.>*38 On the other hand, kindlin-3 regulates chemokine-
stimulated leukocyte adhesion involving alLf2, and to a lesser
extent in attachment mediated by a4p1.3%39%° Therefore, these
observations revealed that talin and kindlin-3 are major inside-out
signaling molecules for integrin activation in response to
chemokines.

Integrin activation can be counteracted by molecules poten-
tially competing with talin and kindlin for interaction with 31, such
as ICAP-1.*"*" The ICAP-1 phosphotyrosine-binding domain
interacts with a valine residue located at position -5 from the
NPXY B1 motif.*"*> Remarkably, ICAP-1-deficient cells display
fibronectin receptors in active conformations and increased cell
adhesion to fibronectin.*® Together, these data raised the
possibility that talin, kindlin-3 and ICAP-1 may represent important
molecules for the regulation of integrin-dependent attachment of
malignant B cells to the BM microvasculature and to components
of the BM microenvironment that potentially contribute to the
trafficking and localization of these cells.

In the present study we have used intravital microscopy to
directly examine the potential involvement of selectins and a4f31
and alLP2 integrins during the early stages of in vivo recruitment of
MM and CLL cells to the BM. Moreover, using in vivo and in vitro
assays, we have further analyzed if a4f31-dependent MM and CLL
cell adhesion is regulated by talin, kindlin-3 and/or ICAP-1.

MATERIALS AND METHODS
Patients, cell purification and cell lines

Samples from MM and CLL patients were obtained after informed consent
and followed the guidelines from the Ethics committees of the University
Hospital of Salamanca, and hospitals 12 de Octubre, Gregorio Maraién and
Puerta de Hierro (Madrid). The whole study was approved by the Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas Bioethics Review Board. CD138*
primary myeloma cells were purified from the mononuclear fraction of BM
samples from patients with active MM using CD138 microbeads (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). CLL cells were purified from the
peripheral blood by Ficoll-Hypaque (Nycomed, Oslo, Norway) centrifuga-
tion and, if <93% CD19 expression, negative selection with anti-CD3-
conjugated Dynabeads (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway) was employed.
The human myeloma cell lines NCI-H929, MM1.S and RPMI 8226, and BM
stromal cells HS-27A (ATCC, Manassas, VA, USA), were cultured in RPMI
1640 medium with 10% fetal bovine serum (FBS) (Biowest, Nuaillé, France).
The MEC-1, MEC-2 and EHEB cell lines established from the peripheral
blood of two patients with CLL*® were purchased from DSMZ (Braunsch-
weig, Germany) and maintained in IMDM medium (Lonza, Verviers,
Belgium) with 10% FBS. The Epstein-Barr virus (EBV)-transformed CO43
and BRO168 cell lines, established from normal B lymphocytes, have been
previously reported.'® Human umbilical vein endothelial cells (HUVECS)
were purchased from Lonza.

RNA interference, transfections and RT-qPCR

siRNAs were purchased from Sigma-Aldrich (Gillingham, UK) and
sequences are listed in Supplementary Table 1. Vectors coding for GFP
and GFP-fused Rac V12 were provided by Dr Francisco Sanchez-Madrid
(Hospital de la Princesa, Madrid, Spain). siRNAs and vectors were
nucleofected (Amaxa, Cologne, Germany) using solution V and programs
T-01, 0-23 and T-13 for NCI-H929, MM1.S and MEC-1 cells, respectively, and
transfectants assayed 20 h (NCI-H929) or 20-72 h (MEC-1) post transfec-
tion. For RT-qPCR, RNA was extracted using TRI-Reagent (Sigma-Aldrich),
and reverse transcribed using M-MLV RT (Promega, Madison, WI, USA).
Oligonucleotide sequences are provided in Supplementary Table 2, and
RT-gPCR was performed using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Assays were performed in triplicate, and
results normalized according to the expression levels of TBP (TATA-binding
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protein) RNA and expressed by using the LightCycler 480 Il software
(Roche, Mannheim, Germany).

Cell adhesion, migration and apoptosis assays

For static adhesion assays to a4p1 ligands we followed the described
method.*” Briefly, fluorescently labeled cells were plated in triplicate on
wells coated with CXCL12 or CCL21 together with FN-H89, a fibronectin
fragment that contains the a4(31-binding region called CS-1, or with
recombinant soluble VCAM-1, and plates were incubated for 2 min at 37 °C
upon a short spin. MM cells were also treated with soluble chemokine
(1 min) and added to TNF-a-incubated HS-27A cells for 2 min at 37 °C.
Adhesions were quantified with a fluorescence analyzer (Varioskan Flash
Multimode Reader, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Adhesion data is
presented relative to control untreated cells, which have been given an
arbitrary value of 100. For flow chamber adhesion assays, we followed the
described protocol.*® Briefly, cells were infused at a flow rate of 1 dyne/cm?
into flow chambers containing coimmobilized VCAM-1 (800 ng/ml) and
CXCL12 (650 ng/ml). Rolling cells that subsequently firmly attached were
expressed as stable arrest, whereas tethering cells that did not arrest at any
moment were expressed as rolling cells. To evaluate shear resistance, cells
were allowed to attach, and then were subjected to sequential increases of
the flow rates. The number of cells remaining bound was determined as the
percentage of total adhered cells after the adhesion step. Cell migration
across TNF-a-treated HUVEC was done as described,*® and migrated cells
counted by flow cytometry. Cell viability was determined on a Coulter Epics
XL flow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), using Annexin V-
FITC (Immunostep, Salamanca, Spain) and propidium iodide (Sigma-Aldrich).
Bortezomib (Selleckchem, Houston, TX, USA) was used at 40 nm.

Intravital microscopy

Five-week-old NSG mice prepared for intravital imaging of the calvarial
bone,?**° were injected with fluorescently labeled cells through a catheter
placed in the left carotid artery, and images were acquired using a Leika
DM6000 epifluorescence microscope. In the experiments in which we
blocked integrins, 5x 10° CFSE-labeled MM1.S, NCI-H929, RPMI 8226,
MEC-1 and EHEB cells were incubated for 30 min with 5 pg of purified anti-
human a4, aL or anti-human PC3 antibodies. Saturation with antibodies
was confirmed by flow cytometry (not shown). To determine endothelial
selectin-mediated rolling and adhesion, mice received intravenously (i.v.)
50 ug of blocking antibodies against E-selectin and/or anti P-selectin
20 min before image acquisition. For CXCR4 inhibition, cells were
incubated with 5 um of AMD3100 for 3 h, and subsequently washed and
immediately i.v. injected into mice prepared for intravital imaging. For the
experiments involving siRNA transfectants, 5x 10° CFSE-labeled cells were
injected i.v. at the time of imaging. Collecting venules (Cv) and sinusoids
(S) have been anatomically defined previously, and are functionally
associated with early engraftment in mouse models.>>*' The number of
rolling and adherent cells, as well as hemodynamic parameters was
analyzed by blind off-line video analysis. For each vessel we measured the
maximum blood velocity (V,ax) from the fastest free-flowing cells, as well
as the vessel diameter (D,), mean velocity (Vinean) and wall shear rate
(WSR), by applying the following formulae: (Vinean — Vinax/(2 — &),
where e= D./D,, and the cell diameter (D.) for NCI-H929 is 8 um, WSR=8
(Vinean/Dy) and Vit =Vimean X (2 —€). Any cell travelling below V. was
considered to be rolling on the vessel wall. Cells that remained stationary
for 3 s or more were considered arrested. The fraction of cells that rolled or
arrested according to these criteria were scored from the movies. An
example movie with MM1.S cells showing cells in free flowing, rolling or
arrested is displayed in Supplementary Movie 1. Animal procedures
followed the guidelines of the Ethical Committee at CNIC.

Statistical analyses

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Tukey-Kramer multiple comparisons. In both analyses, the minimum
acceptable level of significance was P < 0.05.

RESULTS

The 041 integrin is required for in vivo MM and CLL cell
attachment to the BM microvasculature

We used intravital imaging (IVM) of the calvarial bone of NSG mice
to determine the in vivo role of a4f31 and alLB2 integrins in the
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initial adhesive steps of circulating MM and CLL cells to the BM
endothelium. Preliminary analyses indicated that a4B1 is
expressed in MM1.S, NCI-H929 and RPMI 8226 myeloma cells, as
well as in primary CLL cells and in the CLL cell lines MEC-1 and
EHEB (not shown). In addition, we found that cell adhesion to
recombinant VCAM-1 is blocked by the anti-a4 ALC 1/63 mAb
(Supplementary Figures 1A and B). NCI-H929 and MEC-1, but not
MM1.S cells express aLP2 (not shown), and cell attachment to
ICAM-1 was inhibited by the anti-aL R7-1 mAb (Supplementary
Figures 1A and B).

IVM analyses showed that pre-incubation with anti-a4 mAb led
to a dramatic inhibition of the firm arrest of fluorescently labeled
MM1.S, NCI-H929, RPMI 8226, MEC-1 and EHEB cells, as well as of
primary CLL cells, to the microvasculature of the calvarial BM, as
compared with attachment of cells incubated with control mAb
(Figures 1a-c; Supplementary Movies 1-6). Cell rolling was
reduced by anti-a4 mAb in MM cells, whereas decreased rolling
was especially detected on EHEB and primary CLL cells, and to a
lower extent in MEC-1 cells (Figures 1a-c). We were unable to

- NCLH929

c Primary CLL
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perform IVM analyses with primary BM MM cells, as drawing solid
and statistically significant conclusions from these analyses
require at least 4x10° cells/condition/mouse, well above the cell
number available from MM-BM sources. Opposite to the anti-a4
mADb, blockade of alL did not inhibit the rolling or firm arrest of MM
or CLL cells to the BM microvasculature (Figures Ta-c). The CXCR4
inhibitor AMD3100 impaired MM cell attachment to the BM
endothelium to an extent similar to that obtained by inhibition of
a4 integrins (Supplementary Figure 2). These results indicate that
0431 is a main integrin mediating in vivo attachment of circulating
MM and CLL cells to the BM microvasculature, an early and
limiting step in their homing to the BM.

Role of selectins on the in vivo MM and CLL cell attachment to BM
endothelium

Using a flow cytometry-based assay to measure binding of soluble
P- or E-selectin chimeras (P- or E-selectin/hlgM), which identifies
the presence of functional selectin ligands (Supplementary Figure 3),
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Figure 1. The a4f1 integrin is required for in vivo MM and CLL cell attachment to the BM microvasculature. MM cells (NCI-H929, MM1.S and
RPMI 8226) (a), and CLL cells (MEC-1, EHEB and primary cells) (b, c) were fluorescently labeled and pre-incubated with control, anti-a4 ALC
1/63 or anti-aL R7-1 mAb, and subsequently injected into NSG mice prepared for intravital imaging of the calvarial bone marrow. Micrographs
are representative images of the collecting venules (Cv) and sinusoids (S) that irrigate the BM from each experimental group. Free flowing
(arrowhead), rolling (-) or arrested cells (*) can be visualized against the auto-fluorescent bone and dark vessels. Bar graphs show the
percentage of passing cells that rolled (defined as those moving below the V,, as described in the Methods section), or arrested for 3 s or
longer. Bars represent mean + s.e.m. values obtained from the analysis of 16-20 venules from four mice. ***P < 0.001, **P < 0.01 (one-tailed
t test); NS, non-significant.
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we found that MM1.S cells express only ligands for P-selectin,
whereas NCI-H929 and MEC-1 cells express ligands for both P- and
E-selectin (Figure 2a). We addressed the potential selectin
involvement in in vivo MM and CLL cell tethering onto the BM
microvasculature by exposing mice to anti-P- or anti-E-selectin
blocking antibodies before performing IVM analyses. The data
revealed that both antibodies significantly inhibited the rolling
and subsequent firm arrest of MM and CLL cells to the BM
endothelium (Figures 2b and <), thus indicating that P- and
E-selectin ligands also contribute to the interaction of these cells
with the BM microvasculature. Of note, whereas anti-selectin
antibodies inhibited to similar levels both rolling and firm arrest of
MM and CLL cells, anti-a4 mAb impaired their stable adhesion to a
higher extent than rolling, indicating that selectins participate in
firm arrest of MM and CLL cells by mediating rolling, while a4f1
function is important for both their rolling and firm arrest.

Talin and kindlin-3 positively regulate a4p1-dependent MM cell

attachment to the BM microvasculature and to BM stromal cells
Having identified a central role for a4f1 in the early adhesive
steps of MM and CLL cell migration to the BM, we next examined
if its activity can be regulated by B1-binding proteins in these
cells. The integrin B1 subunit cytoplasmic domain contains

docking sites for talin and kindlin-3.3" RT-qPCR experiments
revealed heterogeneous levels of talin and kindlin-3 mRNAs
amongst different primary MM BM samples (Figure 3a).
In addition, talin and kindlin-3 were detected in the MM1.5,
NCI-H929 and RPMI 8226 cell lines (Figure 3b, left; Supplementary
Figure 4A). Co-immunoprecipitation experiments indicated that 1
associates with talin and kindlin-3 in NCI-H929 cells, and that the
chemokine CXCL12 gradually increases this association (Figure 3b,
right). Moreover, talin-B1 assembly was also detected in MM1.S
and RPMI 8226 cells (Supplementary Figure 4B).

To analyze the role of talin and kindlin-3 in a431-mediated MM
cell attachment to the BM microvasculature, we silenced them by
RNA interference in NCI-H929 cells (Figure 3c, left and middle
panels; Supplementary Figure 4C), and first tested the knockdown
transfectants in static adhesion assays to VCAM-1. Control flow
cytometry experiments indicated that a4, 31 or CXCR4 expression
was not significantly altered by talin or kindlin-3 knocking down
(not shown), and that cell viability was similar among the different
transfectants (Supplementary Figure 5A). Depletion of either talin
or kindlin-3, or their combined silencing caused a significant
reduction in cell attachment to VCAM-1, compared with control
transfectants (Figure 3¢, right). CXCL12 upregulated the attach-
ment of control siRNA transfectants to co-immobilized VCAM-1,
whereas the adhesion of single talin or kindlin-3 knockdown
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Figure 2. Role of P-selectin and E-selectin on the in vivo MM and CLL cell attachment to BM endothelium. (a) Cells were incubated with

fluorescently labeled P- or E-selectin/hlgM chimera in the absence or presence of EDTA, and samples subjected to flow cytometry. Selectin
ligands were detected with Cy5-labeled anti-human IgM. (b, c) Cells were analyzed by IVM using NSG mice that had been pre-treated with

control antibodies, or with antibodies to E- /and or P-selectin. Micrographs are representative images of collecting venules and sinusoids
irrigating the BM. Bar graphs show the percentage of rolling or arrested cells. Bars represent mean + s.e.m. values obtained from the analysis
of 16-20 venules from four mice. ***P < 0.001, **P < 0.01, * P < 0.05; NS, non-significant.
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transfectants was approximately half of control transfectant
adhesion. Furthermore, depletion of both proteins completely
abolished the CXCL12-stimulated attachment.

To identify mechanisms that are associated with the defective
adhesion of MM cells silenced for talin and kindlin-3, we first
analyzed if their 0431 affinity was altered. For this purpose, we
performed flow cytometry with the 1 activation-reporter mAb
HUTS-21, which detects a4B1 high-affinity conformations.>
Control siRNA transfectants displayed moderate but significantly
induced HUTS-21 mAb binding in response to CXCL12, whereas
binding was inhibited when both talin and kindlin-3 were silenced
(Figure 3d). Next, we performed adhesion assays under flow
conditions measuring the cells that rapidly (<20s) and stably
adhere under a shear stress of 1dyne/cm? to VCAM-1
co-immobilized with CXCL12. Of note, talin- and kindlin-3-
knockdown MM transfectants displayed a significant decrease in
stable cell arrest compared with control siRNA transfectants
(Figure 3e, left). To analyze the a4p1-dependent adhesion
strength of these MM transfectants, we subjected cells that had
been attached to VCAM-1/CXCL12 at 1 dyne/cm?, to detachment
at sequential increases of shear stress. Transfectants knock down
for both proteins were found to develop lower resistance to
detachment at high shear stress than control siRNA transfectants
(Figure 3e, right).

To further investigate mechanisms linked to the deficient
adhesion of talin- and kindlin-3-knockdown cells, we analyzed the
transfectants for a potentially altered function of the GTPase Rac1,
as we and others have shown that Rac1 was required for CXCL12-
stimulated, a4B1-dependent myeloma cell adhesion.’**° To
address this question, we transfected GFP-fused constitutively
active forms of Rac (GFP-Rac V12) together with siRNA for both
talin and kindlin-3, and then tested the transfectants in adhesion
assays to VCAM-1 co-immobilized with CXCL12. We found that
GFP-Rac V12 expression reversed the inhibitory effects of
talin/kindlin-3 siRNA on the stimulation of cell adhesion to
VCAM-1/CXCL12 (Figure 3f; Supplementary Figure 6).

Importantly, combined talin and kindlin-3 depletion signifi-
cantly impaired the in vivo MM cell rolling and firm arrest on the
BM microvasculature, as evidenced in IVM analyses (Figure 3g).
Together, these results indicate that both talin and kindlin-3 are
needed for optimal a4f1-dependent attachment of circulating
MM cells to the BM microvasculature, and reveal that these two
proteins cooperate to enhance the affinity and the strength of
a431-dependent adhesion. Furthermore, the data identify key
functional connections between Rac1 and talin/kindlin-3 during
chemokine-stimulated MM cell adhesion involving a4{31.

We next analyzed the potential involvement of talin and
kindlin-3 in MM cell transendothelial migration (TEM) using TNF-a-
treated HUVEC. Anti-a4 mAb inhibited by 60% the CXCL12-
upregulated migration of NCI-H929 cells across HUVEC (Figure 4a,
left). Similarly, single talin or double talin-kindlin-3 knockdown
transfectants displayed 50-60% impairment in their TEM, whereas
silencing kindlin-3 alone reduced migration to a lower degree
(25%) (Figure 4a, right). These data indicate that talin and to a
lower extent kindlin-3 are needed for MM cell TEM involving a4f31.

Once MM cells cross the BM microvasculature, they establish
contacts with extracellular matrix proteins, including fibronectin,
as well as with stromal cells of the BM microenvironment.
Depletion of either talin or kindlin-3 caused a significant reduction
in basal and CXCL12-stimulated MM cell attachment to the CS-1/
fibronectin fragment FN-H89, whereas cells silenced for both
proteins showed a full blockade of chemokine-activated adhesion
(Figure 4b). Moreover, under conditions where the adhesion of
NCI-H929 cells to HS-27A BM stromal cells was reduced by 50% by
anti-a4 mAb (Figure 4c, left), CXCL12-upregulated attachment was
significantly inhibited by single talin or kindlin-3 knocking down,
and inhibition was further increased upon silencing both proteins
(Figure 4c, right). These results indicate that a4f31-dependent
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adhesion of MM cells to the BM microenvironment is positively
regulated by talin and kindlin-3.

As a4B1-dependent MM cell adhesion has been linked to cell
adhesion-mediated drug resistance,® we searched for potential
connections between the inhibition of cell adhesion to 04f1
ligands observed with talin/kindlin-3-silenced MM transfectants
and MM cell apoptosis mediated by the proteasome inhibitor
bortezomib (BTZ). Apoptosis levels increased from 30 to 45% in
NCI-H929 cells knock down for both talin and kindlin-3 when they
were exposed to BTZ in FN-H89-coated dishes, as compared with
control siRNA transfectants incubated under the same conditions
(Figure 4d). These data indicate that inhibition of positive
regulators of a4P1-dependent MM cell adhesion such as talin
and kindlin-3 render myeloma cells more susceptible to BTZ-
mediated cell apoptosis.

ICAP-1 negatively regulates a4p1-dependent MM cell attachment
to the BM microvasculature

ICAP-1 binds to the 1 integrin cytoplasmic domain, in possible
competition with kindlin-3.* Real-time PCR experiments revealed
heterogeneous levels of ICAP-1 mRNA in primary MM BM cells, as
well as in the NCI-H929, MM1.S and RPMI 8226 cell lines (Figure 5a,
left). Using several commercially available anti-ICAP-1 antibodies
we were unable to detect ICAP-1 protein by immunoblotting
using NCI-H929 cell lysates (not shown). However, anti-31 mAb co-
immunoprecipitated a 23-25 kDa protein from these cells which
was specifically detected by anti-ICAP-1 antibodies (Figure 5a,
right). Cell exposure to CXCL12 did not significantly alter the
amount of ICAP-1 co-precipitated with B1 (not shown). These
results suggest that a large portion of ICAP-1 is bound to B1
integrins in NCI-H929 myeloma cells.

Next, we knocked down ICAP-1 in MM cells (Figure 5b, left), and
tested transfectants in adhesion assays to purified 041 ligands or
to HS-27A BM stromal cells. Of note, ICAP-1-depleted cells
displayed a significant increase in adhesion to VCAM-1, FN-H89
and HS-27A cells compared with control siRNA transfectants
(Figure 5b, middle and right; and Figure 5c). No alterations in a41
expression (not shown) or in survival (Supplementary Figure 5A)
were detected in ICAP-1-knockdown MM cells. Moreover, ICAP-1-
depleted cells exhibited a significant increase in HUTS-21 binding
compared with control transfectants (Figure 5d), revealing that
a4f31 switched to high-affinity conformations upon reducing ICAP-1
expression. Importantly, ICAP-1 knocking down in MM cells led to
upregulated cell firm arrest onto BM microvasculature compared to
control transfectants, as assessed in IVM analyses (Figure 5e; and
Supplementary Video 7). We did not observe any obvious change in
cell rolling in ICAP-1-silenced cells. These data indicate that ICAP-1
represses the a431-dependent adhesion of MM cells.

Role of talin, kindlin-3 and ICAP-1 in a4f31-dependent CLL cell
adhesion and transendothelial migration

Real-time PCR experiments showed heterogeneous levels of talin,
kindlin-3 and ICAP-1 mRNAs amongst different primary CLL
samples, as well as in the MEC-1, MEC-2 and EHEB CLL cell lines,
and EBV-transformed CO43 and BRO168 cells established from
normal B lymphocytes (Figure 6a; Supplementary Figure 4D). In
addition, talin and kindlin-3 proteins were observed in all these
CLL cells (Figure 6b, left). Co-immunoprecipitation experiments
indicated that association of the 1 subunit with talin and kindlin-
3 was enhanced upon incubation for 1.5 min of MEC-1 cells with
the chemokine CCL21 (Figure 6b, right). Importantly, combined
silencing of talin and kindlin-3 led to a significant reduction in
MEC-1 cell adhesion to VCAM-1, both under basal conditions
and in the presence of CCL21 (Figure 6¢, left and middle;
Supplementary Figures 4E and 5B). Furthermore, talin and kindlin-
3 depletion partially impaired MEC-1 cell migration across HUVEC
using CCL21 as stimulus (Figure 6¢, right). In contrast, ICAP-1-

Leukemia (2016) 1-12

- @



a4pB1 in in vivo MM and CLL adhesion to BM
M Martinez-Moreno et al

knockdown MEC-1 cells displayed significantly increased adhesion
to VCAM-1 (Figure 6d; Supplementary Figure 5B). Altogether these
data indicate that CLL cell adhesion and transendothelial
migration involving a4B1 are differentially regulated by talin,
kindlin-3 and ICAP-1.

DISCUSSION

Trafficking of MM and CLL cells to the BM and disease progression
are connected by integrin a4B1 activity.'”'82%%37>> Previous
in vitro data led to the proposal that 0431 could participate
in the initial adhesive steps of MM and CLL cell migration
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into the BM."*™' Using intravital microscopy of the BM calvariae of ~ the BM microvasculature. In addition, we found that a4B1 also
NSG mice, we demonstrate that a4f31, but not aLf2, is a major contributes to the preceding MM cell rolling step. Furthermore,
integrin mediating firm arrest of circulating MM and CLL cells to our data reveal that selectin ligands (most likely PSGL-1°) on MM
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Figure 4. Role of talin and kindlin-3 in a4p1-dependent MM cell transendothelial migration and in adhesion to fibronectin and BM stroma.
(@) NCI-H929 cells pre-incubated with control or anti-a4 mAb (left), or the indicated NCI-H929 siRNA transfectants (right), were subjected to
transendothelial migration towards CXCL12 across TNF-a-incubated HUVEC. Migration was significantly inhibited, ***P < 0.001 or **P < 0.01
(n=6). (b) Control, talin and kindlin-3 siRNA transfectants were analyzed in adhesion assays to FN-H89 co-immobilized with or without
CXCL12. (€) NCI-H929 cells pre-incubated with control or anti-a4 mAb (left), or the indicated NCI-H929 siRNA transfectants (right), were
subjected to adhesion to HS-27A BM stromal cells. Adhesions were significantly inhibited, ***P < 0.001, **P < 0.01 or *P < 0.05 (n= 4). (d) Cell
apoptosis was measured in control and talin/kindlin-3 siRNA NCI-H929 transfectants incubated for 36 h in FN-H89-coated dishes in the
absence or presence of bortezomib (40 nM). (**P < 0.01, “P < 0.05, n=4).

<

Figure 3. Role of talin and kindlin-3 in a4f1-dependent MM cell attachment. (a) Primary CD138* BM samples from MM patients were analyzed
by RT-gPCR for talin and kindlin-3 mRNA levels (normalized to the reference gene TBP). (b, left) The indicated MM cell lines were analyzed by
immunoblotting for talin or kindlin-3 expression. Loading control was assessed with anti-vinculin antibodies. (Right) Cells were serum starved
and incubated for different times in the absence or presence of CXCL12, and subsequently subjected to immunoprecipitation and
immunobloting with the antibodies shown. (c, left) Cells were nucleofected with the indicated single or combined siRNA, and transfectants
analyzed by western blotting. (Medium) Densitometric analyses of protein gel bands show the mean + s.d. of four independent experiments.
(Right) the different control, talin and kindlin-3 siRNA transfectants were analyzed in adhesion assays to VCAM-1 co-immobilized with or
without CXCL12. (d) Transfectants were tested by flow cytometry for binding of the anti-p1 HUTS-21 mAb, in the absence or presence of
CXCL12. Adhesions and binding (n =4) were significantly inhibited, ***P < 0.001, *P < 0.05. (e, left) NCI-H929 cells transfected with both talin
and kindlin-3 or with control siRNA were perfused in flow chambers coated with VCAM-1 co-immobilized with CXCL12, and analyzed for
rolling and stable cell arrest (n=3). Data is presented as mean +s.d. of cell percentages from the total cell population. Adhesions were
significantly inhibited in comparison with those of control siRNA transfectants, *P < 0.05. (Right) the indicated siRNA transfectants pre-
attached onto co-immobilized VCAM-1 and CXCL12 in flow chambers, were subjected to cell detachment after sequential increases of shear
stress. Data show mean + s.d. of cell percentages from the initial number of bound cells remaining attached at the indicated shear stresses
(n=3). (f) NCI-H929 cells were transfected with the indicated siRNA and GFP vector combinations, and analyzed in adhesion assays to VCAM-1
immobilized with CXCL12. Adhesion was significantly inhibited, *P < 0.05, or rescued, “P < 0.05. (g) NCI-H929 cells were transfected either
with control or with both talin and kindlin-3 siRNA, and fluorescently labeled transfectants were subsequently injected into NSG mice
prepared for IVM of the calvarial BM. Bar graphs show the percentage of passing cells that rolled or arrested, and represent the mean +s.e.m.
values obtained from the analysis of 16-20 venules from four mice (***P < 0.001).

© 2016 Macmillan Publishers Limited Leukemia (2016) 1-12

7



a4pB1 in in vivo MM and CLL adhesion to BM
M Martinez-Moreno et al

(o]

a ICAP-1 b VCAM-1 FN-HS89
34 A 0 |:|siCtrl "
o | e & : 2 [EsilcAP1 ) __2 =
5 g P: & & 2 os |l |20 @sitcara @) = [*°
= ICAP-1 £ £
£ ] ad m— ZE o6 £ 500 1 600 1
E Bl - Eg 223 é
& NCIHO29 £ o4 ] £ 600 1 400
s 11 2 oF £
£ E o2 2
5 ~ 0.2 = 300 a 200
-4 ] o o 1
SIELRLEL (S b R 0 0
FFHFHFES \\«s\&& \\\!3‘ ;\OQ,\ «‘\ Medium  CXCL12  Medium CXCL12
Tl N
S &
> >
¢ HS-27A d e si Ctrl
O siCrl __am - 137 A [ siCtrl M siICAP-1(2)
2 400 1@ silcaPa (1) =2 = 15 4 BETT
2 2
g A silcaP-1 (2) E 7
= = 12 4
£ 300 = 10 1 -~
: g €5
=1 ep - \ =5
£ 200 5 i N
= - 5 = -
< £ 05 - si ICAP-1 (2) o
= 100 o g ]
T oo 0
Medium CXCL12 C“‘\ NS Rolling Adherent
& Y oD cells cells
" S
S &

Figure 5. Increased a4p1-dependent adhesion of ICAP-1-depleted MM cells. (a, left) Primary CD138* BM samples from MM patients, or the
indicated MM cell lines were analyzed by RT-qPCR for ICAP-1 mRNA levels (normalized to the reference gene TBP). (Right) Cells were subjected
to immunoprecipitation and immunobloting with the antibodies shown. (b, left) NCI-H929 cells were nucleofected with the indicated siRNA
and transfectants analyzed by RT-gPCR. Bars represent relative mRNA expression levels (mean + s.d.). Expression was significantly reduced,
*¥**p < 0.001 (n=4). NCI-H929 siRNA transfectants were analyzed in adhesion assays to VCAM-1 (n=4; middle) and FN-H89 (n=3; right)
co-immobilized with or without CXCL12. (c¢) NCI-H929 siRNA transfectants were pre-incubated with or without CXCL12 and subA'ected to
adhesion assays to TNF-a-treated HS-27A stromal cells (n = 4). Adhesions were significantly stimulated, 4P < 0.001, 4P < 0.01 or P < 0.05.
(d) The same siRNA transfectants were exposed to CXCL12 and tested by flow cytometry for binding of the anti-f1 HUTS-21 mAb (n=5;
AP < 0.05). (e) NCI-H929 cells were transfected with control or ICAP-1 siRNA, and labeled cells subsequently injected into mice prepared for
IVM. Micrographs are representative images of collecting venules and sinusoids irrigating the BM. Bar graphs show the percentage of passing
cells that rolled or arrested, and represent the mean + s.e.m. values obtained from the analysis of 16-20 venules from four mice (**4P < 0.001).

and CLL cells mediate interactions with P-selectin and E-selectin,
which are constitutively expressed by the BM endothelium,® thus
representing the main adhesive events accounting for the rolling
of these cells onto the BM microvasculature. To our knowledge,
this is the first in vivo demonstration showing the involvement of
P- and E-selectin and a4f1 in the rolling and firm arrest steps of
circulating MM and CLL cells on the BM endothelium. Together
with our intravital microscopy analyses revealing that CXCR4
blockade inhibits the MM cell attachment to the BM endothelium,
in line with previous data,”” the present results strongly suggest
that CXCL12 exposed on BM endothelial cells stimulates a4f1
activity of tethered MM cells, together crucially contributing to the
initial steps of MM cell adhesion onto the BM microvasculature.
Talin and kindlin-3 bind to the B1 subunit cytoplasmic domain
and stimulate the affinity and avidity of leukocyte integrins.3'~33
We show here that talin and kindlin-3 bind to 1 in MM and CLL
cells, and that this binding is activated by chemokines. Moreover,
the in vitro adhesion data obtained both under static and flow
conditions reveal that talin and kindlin-3 positively regulate the
attachment of these cells to VCAM-1, both under basal and
chemokine-stimulated conditions. Our results show that stimula-
tion of adhesion by these positive regulators is based on induction
of a4B1 high-affinity conformations, and also on boosting the
strength to the adhesions to VCAM-1/CXCL12. This later response
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was especially detected in adhesion assays under flow conditions,
providing high relevance to the finding. Further, a functional link
between talin/kindlin-3 and Rac1 during chemokine-stimulated
MM cell adhesion to VCAM-1 was found. Characterization of this
link should provide additional mechanistic insights on the
regulated MM cell adhesion. These in vitro results are strength-
ened by intravital imaging analyses with talin- and kindlin-3-
silenced MM cells, which indicate that these proteins are required
for efficient cell arrest on the BM microvasculature. Therefore, our
data support a cooperative model between talin and kindlin-3 for
efficient stimulation of a4B1-dependent MM cell attachment onto
the BM endothelium (Figure 7), similar to the cooperation
between these proteins during a4p1- and aL32-mediated leukocyte
adhesion3?° As CCL21 is mainly expressed in lymph nodes,
whereas no or low CCL21 has been detected in BM,*® our data with
CLL cells depict a putative role for talin and kindlin-3 in supporting
04B1-dependent CLL cell attachment to and migration across
endothelium in the trafficking of these cells to lymph nodes.
Examination of the role of talin and kindlin-3 on CXCL12-
stimulated migration of MM cells across endothelium involving
0431 revealed that this process is highly dependent on talin and
to a lesser extent on kindlin-3. These results pose that talin is
crucial for both a4f1-dependent MM cell attachment to and
migration across endothelium, whereas kindlin-3 is important

© 2016 Macmillan Publishers Limited
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Figure 6. Talin, kindlin-3 and ICAP-1 regulate a4f1-dependent CLL cell adhesion and transendothelial migration. (a) Analyses by RT-qPCR
showing talin, kindlin-3 and ICAP-1 mRNA levels in primary CLL samples (top), as well as in the MEC-1 CLL cell line and in EBV-transformed
CO43 and BRO168 cells (normalized to the reference gene TBP) (n=4). (b, left) The indicated CLL cells were analyzed by immunoblotting for
talin and kindlin-3 expression. Loading control was assessed with anti-vinculin antibodies. (Right) Cells were serum-starved and incubated for
different times in the absence or presence of CCL21, and subsequently subjected to immunoprecipitation and immunobloting with the
antibodies shown. (c, left) MEC-1 cells were nucleofected with both talin and kindlin-3 siRNA, and upon 48 h transfectants were analyzed by
western blotting. Transfectants were subjected to adhesion assays to VCAM-1 co-immobilized with or without CCL21 (middle), or to
transendothelial migration toward CCL21 across TNF-o-treated HUVEC (right). Adhesions and migrations were significantly inhibited,
***¥P < 0.001 and **P < 0.01 (n=4). (d, left) MEC-1 cells were nucleofected with control or with the indicated ICAP-1 siRNA, and transfectants
analyzed by RT-qPCR. Bars represent relative mRNA expression levels (mean +s.d.). Expression was significantly reduced, *P < 0.05 (n=3).
(Right) siRNA transfectants were analyzed in adhesion assays to VCAM-1 (n=3) co-immobilized with or without CXCL12. Adhesions were

significantly stimulated, **“P < 0.001.

especially at the attachment step. Notably, cooperation between
talin and kindlin-3 was also observed during attachment
of MM cells to components of the BM microenvironment, as
the a4fB1-mediated, CXCL12-stimulated MM cell adhesion to
CS-1/fibronectin and to BM stromal cells required both talin and
kindlin-3. These data strongly suggest that once MM cells cross
the BM microvasculature, their lodging in the BM mediated by
a4B1 needs talin and kindlin-3 function. Furthermore, our data
raise the possibility that talin- and kindlin-3-supported MM cell
adhesion to BM stroma involving a4f1 might contribute to MM
disease progression and possibly to CAM-DR responses. An
experimental insight into this later process revealed that talin/
kindlin-3-knockdown MM cells exposed to 041 ligands were
more sensitive to cell death induced by bortezomib, highlighting
that activators of a4f31-dependent MM cell adhesion contribute to
CAM-DR. Therefore, the molecules that regulate a4f31-mediated
MM cell adhesion to the BM microenvironment might constitute
targets whose therapeutic relevance deserves to be explored.

© 2016 Macmillan Publishers Limited

In the present study we also addressed whether ICAP-1, a
protein thought to compete with talin and kindlin-3 for binding to
the B1 cytoplasmic domain,*’~** thus acting as a putative integrin
repressor,** could modulate MM and CLL o4B1-dependent
cell adhesion. We found that ICAP-1 was expressed in primary
MM and CLL cells, and importantly, ICAP-1 silencing in MM and
CLL cell lines led to remarkable increases in a4f1-dependent
adhesion involving stimulation of the integrin high-affinity
conformations. Moreover, highlighting the regulatory role of
ICAP-1, its silencing in MM cells resulted in enhanced attachment
of circulating cells onto the BM microvasculature during IVM
studies. Overall, these results indicate that ICAP-1 negatively
regulates 0431 function in MM cells (Figure 7). Our data represent
the first identification of an endogenous molecule strongly
opposing a4f1 activation and adhesion in MM and CLL cells.
Thus, these findings provide an attractive scenario to be
investigated in light of the importance of a4f1 in the progression
of these B-cell malignancies.
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Working model of regulation of a4p1-dependent MM and CLL adhesion by talin, kindlin-3 and ICAP-1. After selectin-mediated cell

rolling, inside-out signaling from CXCR4 leads to a4f1-dependent cell arrest on the BM microvasculature, followed by chemokine-guided cell
extravasation and lodging onto the BM stroma involving 41 function (bottom). A final step of this signaling involves stimulation of talin and
kindlin-3 binding to the 1 cytoplasmic domain, which results in the generation of a4p1 high-affinity conformations and upregulation of cell
attachment. Rac1 functional links to talin/kindlin-3 further contributes to enhanced cell adhesion. On the other hand, ICAP-1 represses the
adhesion, which might involve competitive binding and displacement of the talin/kindlin-3 module. The effects of the silencing of this
module or of ICAP-1 in expression of different a4f1 conformations and on cell adhesion is also shown (top).

The proposed model (Figure 7) suggests that the global level of
cell adhesion is likely the balance between the positive signals
from talin and kindlin-3 and the inhibitory actions of ICAP-1.
Following talin and kindlin-3 silencing, inactive 041 conforma-
tions accumulate, perhaps due to enhanced ICAP-1 binding to 31,
leading to reduced a431-dependent MM and CLL cell attachment.
When ICAP-1 is knocked down, the balance between positive and
negative signals tilts toward higher stimulation of a4f1 activity by
talin and kindlin-3, resulting in enhanced MM and CLL cell
adhesion to the BM endothelium.

The distinct regulation by the P1-interacting partners talin,
kindlin-3 and ICAP-1 on MM and CLL cell adhesion involving a4f1
could account for mechanisms associated with drug resistance
and tumor progression in human B-cell malignances. Thus,
targeting intracellular regulators of the a4f31-integrin in combina-
tion with present therapies might exert beneficial effects to
overcome the deleterious emergence of constitutive or transient
integrin activation in clonal derivatives of drug-resistant malignant
B cells.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Chemokines are chemotactic cytokines that promote cell migration and activation under homeostatic and in-
Chemokines flammatory conditions. Chemokines bind to seven transmembrane-spanning receptors that are coupled to het-
Slgna“ing_ ) erotrimeric guanine nucleotide-binding (G) proteins, which are the responsible for intracellularly transmitting
Hematopoiesis the activating signals for cell migration. Hematopoiesis, vascular development, lymphoid organ morphogenesis,
Cancer . . . o . . . . ..

Antagonists cardiogenesis and neural differentiation are amongst the processes involving chemokine function. In addition,

immune cell trafficking from bone marrow to blood circulation, and from blood and lymph to lymphoid and
inflamed tissues, is tightly regulated by chemokines both under physiological conditions and also in autoimmune
diseases. Furthermore, chemokine binding to their receptors stimulate trafficking to and positioning of cancer
cells into target tissues and organs during tumour dissemination. The CXCL12 chemokine (also known as
stromal-cell derived factor-1a, SDF-1a) plays key roles in hematopoiesis and lymphoid tissue architecture, in
cardiogenesis, vascular formation and neurogenesis, as well as in the trafficking of solid and hematological
cancer cell types. CXCL12 binds to the CXCR4 receptor, a multi-facetted molecule which tightly mirrors CXCL12
functions in homeostasis and disease. This review addresses the important roles of the CXCR4-CXCL12 axis in
homeostasis, specially focusing in hematopoiesis, as well as it provides a picture of CXCR4 as mediator of cancer

cell spreading, and a view of the available CXCR4 antagonists in different cancer types.

1. Introduction

Chemokines belong to a large family of structurally-related che-
motactic cytokines that exert their functions upon binding to hetero-
trimeric guanine nucleotide-binding (G) protein-coupled receptors
(GPCR) (Allen et al., 2007; Proudfoot, 2002; Rossi and Zlotnik, 2000).
Chemokines stimulate cell migration and activation and play critical
roles during hematopoiesis, immune surveillance and inflammation,
morphogenesis and neovascularization, as well as in autoimmune dis-
eases and cancer (Griffith et al., 2014; Schulz et al., 2016). Based on the
location of the two N-terminal cysteine residues, the chemokine family
has been divided into four subfamilies: the CXC subfamily presents a
single residue between the cysteines; the CX3C chemokines contain
three residues separating the cysteines, and the CC and C subfamilies
show one or two adjacent cysteines, respectively (Zlotnik and Yoshie,
2012). In addition, chemokines have also been classified in in-
flammatory (or inducible) chemokines, whose expression increases
upon inflammatory conditions and regulate leukocyte recruitment to
inflamed tissues, and homeostatic chemokines, which display

constitutive expression and are involved in regulation of homeostatic
cell migration. Inflammatory chemokines include CCL2, CCL3, CCL4
and CCL5, whereas CXCL12, CXCL13 and CCL21 represent examples of
homeostatic counterparts. Several chemokines share both inflammatory
and homeostatic properties and have been termed dual-function che-
mokines (Zlotnik and Yoshie, 2012). Furthermore, this classification is
not constrained, as some inflammatory chemokines display homeostatic
characteristics under certain circumstances, and expression of homeo-
static chemokines can be enhanced under stress conditions.

A characteristic feature of most chemokines is that, in addition of
binding chemokine receptors, they also interact with glycosaminogly-
cans (GAGs), which are attached either to cell surface proteins, or form
part of the extracellular matrix (ECM) network (Kufareva et al., 2015).
GAGs contribute to the retention of chemokines on the surface of high
endothelial venules, a key step for chemokine-promoted leukocyte
homing from blood into lymphoid tissue. Furthermore, within the ECM,
GAGs facilitate the generation of haptokinetic chemokine gradients
which are critical for the formation of B cell follicles and T cell zones
(Schumann et al., 2010).

Abbreviations: GPCR, heterotrimeric guanine nucleotide-binding (G) protein-coupled receptors; GAG, glycosaminoglycan; BM, bone marrow; LN, lymph node; ACKR, atypical che-
mokine receptor; CAR, CXCL12-abundant reticular; HSC, hematopoietic stem cell; CLL, chronic lymphocytic leukemia; MM, multiple myeloma; AML, acute myeloid leukemia; SCLC, small

cell lung cancer; NSCLC, non-small cell lung cancer
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Classification of chemokine receptors follows that of their ligands,
and thus they have been divided into CR, CCR, CXCR and CX3CR re-
ceptors based on the chemokine subfamily they bind (Zlotnik and
Yoshie, 2012). Chemokine receptors consist of a single polypeptide
chain of approximately 350 amino acids that crosses seven times the
cell membrane. Ligand binding involves the receptor N-terminal do-
main and the three extracellular hydrophilic loops, whereas the in-
tracellular loops and the Ser-Thr-rich C-terminal region are coupled to
receptor internalization and to heterotrimeric G proteins, respectively
(Allen et al., 2007). Located intracellularly after the third transmem-
brane domain, there is the conserved DRY motif, which is critical to
couple the receptor to G proteins and for downstream signaling. Che-
mokine receptor-promoted signaling includes activation of phospha-
tidyl-inositol-3-kinase (PI3K), phospholipases A2 and D, several tyr-
osine kinases, as well as mitogen-activated protein kinases (MAPK)
(Mellado et al., 2001). Exceptions for this rule involve several atypical
receptors (ACKR; D6, DARC, CCRL1, CCRL2 and ACKR3/CXCR?7) which
lack the DRY motif, and therefore are not associated with G proteins
(Bachelerie et al., 2014). This causes inability to signal, and hence they
have been proposed to function as scavengers for chemokines (Graham
et al., 2012). Dynamic homo- and heterodimerization of the chemokine
receptors has been shown to upregulate the sensitivity and strength of
chemokine responses (Mellado et al., 2001). In general, there is a strong
redundancy and promiscuity between chemokines and their receptors,
so that a chemokine can bind to several receptors, whereas a single
receptor can transduce signals from different chemokines, but always
maintaining the family specificity. This reflects the ability of chemo-
kines to regulate different leukocyte populations, especially in complex
contexts such as acute and chronic inflammatory responses.

Heterotrimeric G proteins consist of a a subunit and a complex
formed by 3 and vy subunits (Neves et al., 2002; Offermanns, 2001;
Pierce et al., 2002). Basally, GBy and GDP-bound Ga are associated, and
following chemokine receptor activation after binding to a chemokine,
GTP replaces GDP and GTP-Ga dissociates from the GPBy-dimer. These
two elements interact with effector proteins leading to the activation of
distinct signaling pathways. The GTPase activity inherent to Ga limits G
protein activation, as GTP hydrolysis causes re-association of GDP-Ga
and GPy (Oldham and Hamm, 2008). Turning off heterotrimeric G
protein signaling also involves G protein-coupled receptor kinases and
subsequent [-arrestin binding to the phosphorylated chemokine re-
ceptor, which is then desensitized by internalization (Shenoy and
Lefkowitz, 2011). Another level of termination of G protein-dependent
signaling is provided by RGS (Regulators of G protein signaling) pro-
teins, which are GTPase-accelerating proteins that promote GTP hy-
drolysis by the alpha subunit of the heterotrimeric G proteins, leading
to inactivation of G proteins and subsequent blockade of signaling
pathways (Kehrl, 2016; Woodard et al., 2015).

2. The CXCL12-CXCR4 axis

The CXCL12 chemokine plays critical roles in hematopoiesis, car-
diogenesis and neurogenesis, and it regulates cancer metastasis (Pawig
et al., 2015). Human and mouse CXCL12 are highly conserved, and
their splicing gives rise to different isoforms, the o and [ being the
predominant and more ubiquitously expressed forms (Shirozu et al.,
1995; Yu et al., 2006). CXCL12a is mainly expressed in bone marrow
(BM), lungs, lymph nodes (LN), heart, thymus and liver, although it can
also be found in the skin and small intestine. The precursor pro-CXCL12
form contains a 21 amino acid signal peptide at the N-terminal region,
which is cleaved before secretion of the mature, biologically active
CXCL12 (Pawig et al., 2015). This mature CXCL12 is unstable, and
protease-dependent N-terminal truncated forms have been detected in
blood (De La Luz Sierra et al., 2004), which likely represents one of the
mechanisms behind the reported short life of the chemokine in mouse
blood (O’Boyle et al., 2009). Sequestration of CXCL12 by negatively-
charged GAGs exposed on the surface of the endothelium also
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contributes to the chemokine clearance from the bloodstream (Amara
et al., 1999), it protects from protease cleavage (Sadir et al., 2004) and,
as stated above, facilitates the generation of the chemokine haptotactic
gradients that promote leukocyte diapedesis (Netelenbos et al., 2003).
Therefore, both proteases and GAGs are important components for the
regulation of CXCL12 activity.

CXCL12 presents a flexible N-terminus connected by an extended
“N-loop”, a three-stranded f-sheet followed by an a-helix that is sta-
bilized by conserved cysteine residues that form two disulfide bonds
(Crump et al., 1997). The CXCL12 receptor CXCR4 initially binds to
residues 12-17 of the chemokine (motif REFESH), leading to a con-
formational change of the receptor which then interacts with the 1-8 N-
terminal residues of CXCL12, from which residues 1 (Lys) and 2 (Pro)
are those directly involved in CXCR4 activation (Crump et al., 1997).

The human (352 amino acids) and mouse (359 amino acids) CXCR4
share 89% similarity and are ubiquitously expressed both in embryonic
and adult tissues (Loetscher et al., 1994; Oberlin et al., 1996). Analysis
of crystal structures of CXCR4 complexed with a small-molecular an-
tagonist and a cyclic peptide inhibitor revealed specific differences in
the orientation of the a helices as compared with other available GPCR
structures (Wu et al., 2010). A key difference is an extension of the
extracellular end of helix VII, which is two helical turns longer in
CXCR4 than other GPCRs, allowing a disulfide bond of Cys274 in helix
VII with Cys28 in the N-terminal region. This disulfide bond, together
with extracellular loop 2 (ECL2, Cys186) and the extracellular end of
alpha helix III (Cys109) is critical for CXCL12 binding (Wu et al., 2010).
Different from the extracellular half of CXCR4, the intracellular CXCR4
region is structurally quite similar to the intracellular half of other
GPCRs. The third CXCR4 intracellular loop is required for Ga;-depen-
dent signaling. Crystallization and combination of computational,
functional, as well as biophysical methods supported a 1:1 over a 1:2
stoichiometry of CXCL12-CXCR4 binding (Kufareva et al., 2014).

Expression of CXCR4 is stimulated by the Nuclear Respiratory
Factor 1 (NRF-1) (Moriuchi et al., 1997), and inhibited by the negative
regulator Ying Yang 1 (YY1) (Moriuchi et al., 1999). Furthermore,
CXCR4 transcription is regulated by several second messengers, cyto-
kines and growth factors (Busillo and Benovic, 2007). Several post-
translational modifications have been reported on CXCR4, including N-
glycosylation and tyrosine sulfation (Busillo and Benovic, 2007). The
CXCL12-CXCR4 axis promotes activation of several signaling pathways,
including Ras-MAPK, PI3K-AKT-mTOR, Jak2,3-STAT2,4, PLC beta and
gamma?2, NF-kB and JNK/p38 MAPK, while it inhibits adenylate cyclase
and subsequent cAMP formation (Mellado et al., 2001) (Fig. 1). A key
feature of CXCL12 is that it upregulates the adhesion of hematopoietic
progenitors, T cells and myeloma cells involving activation of the VLA-4
integrin (Garcia-Bernal et al., 2009; Grabovsky et al., 2000; Hidalgo
et al., 2001; Manevich et al., 2007; Peled et al., 1999; Sanz-Rodriguez
et al., 2001). CXCR4 is desensitized following continuous CXCL12
binding, based on receptor phosphorylation, -arrestin binding and
internalization, followed by ubiquitination and lysosomal degradation
(Marchese et al., 2003).

Studies with mice deficient in CXCL12 or CXCR4 revealed that the
CXCL12-CXCR4 signaling is required during hematopoiesis, blood
vessel formation in the gastrointestinal tract, cerebellar development,
formation of the cardiac ventricular septum, and for embryo viability
(Ma et al., 1998; Ma et al., 1999; Nagasawa et al., 1996; Tachibana
et al., 1998; Zou et al., 1998), which initially suggested that they re-
present a unique ligand-receptor pair. More recently, it has been de-
monstrated that the atypical pro-inflammatory chemokine macrophage
migration inhibitory factor (MIF) is capable of binding to CXCR4, which
leads to receptor activation, chemotaxis and arrest of T lymphocytes
(Bernhagen et al., 2007). It remains to be determined if MIF and
CXCL12 influence each other binding to and activation of CXCRA4.
Moreover, the atypical chemokine receptor 3 (ACKR3; also known as
CXCR7), displays CXCL12 and MIF binding, and exhibits scavenging
activity for CXCL12 (Balabanian et al., 2005a), thus modulating the



J. Teixidé et al.

0@ oxcL

Heterotrimeric @
G-proteins
1
| | ()
—
i JAK RAS :
) a
T . H \ e
ﬁ’? Lysosome
: : ) *‘:4J degradation
: MAPK e
J B
M e v
Cell survival | Stemness, Proliferation Migration and CXCR4
survival, n chemotaxis endocytosis
proliferation gene chemotaxis an
iptit desensitization

Fig. 1. Signalling promoted by the CXCL12-CXCR4 axis. Upon CXCL12 binding to CXCR4,
GTP-Ga and the GBy-dimer activate different downstream signaling pathways including
PI3K-AKT-mTOR, Jak-STAT, Ras-MAPK and PLC, while blocking adenylate cyclase and
cAMP production, together leading to regulation of cell migration, proliferation, survival
and gene expression. The GTPase activity of Ga limits G protein activation, as GTP hy-
drolysis causes re-association of GDP-Ga and GPy, resulting in termination of signaling. G
protein-coupled receptor kinases (GRK) phosphorylate the receptor, and after subsequent
B-arrestin binding, the receptor is desensitized by internalization.

CXCR4 activity. Additional CXCR4 ligands include extracellular ubi-
quitin (eUb) (Saini et al., 2011) and the HIV protein gp120 (De Clercq,
2000).

CXCR4-dependent function is not only critical for development,
homeostasis and for binding of T cell-tropic strains of HIV-1, but strong
evidence indicates that it also contributes to cancer cell survival and
metastasis. The next sections focus on the regulation of hematopoiesis
and immune cell trafficking by the CXCL12-CXCR4 axis, and its in-
volvement in the positioning and dissemination of cancer cells.

3. CXCL12-CXCR4 signaling in hematopoiesis and immune cell
trafficking

Immune cell progenitors develop and differentiate in primary lym-
phoid organs: bone marrow, thymus and fetal liver (Griffith et al., 2014;
Schulz et al., 2016). In mammals, the fetal liver is the main hemato-
poietic site during mid-gestation stages, which then switches to the BM
at late fetal phases and throughout the adult life. CXCL12- and CXCR4-
deficient mice die perinatally (Ma et al., 1998; Nagasawa et al., 1996;
Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998), and CXCL12-CXCR4 signaling
is essential for B cell development in fetal liver and BM (Ma et al., 1998;
Nagasawa et al., 1996), as well as for the homing of hematopoietic stem
cells (HSCs) and neutrophils to BM (Ara et al., 2003). Studies with
hematopoietic chimeras by transferring CXCR4 7~ cells into lethally
irradiated recipients, or analyses with CXCR4 conditionally deficient
mice indicated that the CXCL12-CXCR4 module was required for the
maintenance of HSCs, for the production of B cells, plasmacytoid den-
dritic and NK cells, as well as for the homing of plasma cells to the BM
(Kohara et al.,, 2007; Noda et al.,, 2011; Sugiyama et al., 2006;
Tokoyoda et al., 2004; Tzeng et al., 2011). Furthermore, embryos
lacking CXCL12 or CXCR4 display a reduction in myelopoiesis in fetal
liver and a nearly complete loss of myelopoiesis in the BM (Ma et al.,
1998; Nagasawa et al., 1996). Different from B cells, generation of early
T cell precursors is not affected by absence of the CXCL12-CXCR4 axis
(Noda et al., 2011). Only when CXCR4, as well as the chemokine re-
ceptors CCR7 and CCR9 are missing, the numbers of earliest T cell
precursors are severely reduced (Calderon and Boehm, 2011).
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CXCL12 is the most abundant chemokine produced in the BM, and
importantly, it is critical for the regulation of HSC quiescence, retention
and differentiation (Nie et al., 2004; Sugiyama et al., 2006). CXCR4 is
expressed by most hematopoietic cells in the BM, including HSCs and
hematopoietic progenitors (Broxmeyer et al., 2005; Liles et al., 2003).
CXCL12 is expressed by several BM cells, including CXCL12-abundant
reticular (CAR) cells, osteoblasts, sinusoidal endothelial cells and
nestin-expressing cells (Ara et al., 2003; Dar et al., 2005; Nagasawa
et al., 1996; Okada et al., 2002; Sugiyama et al., 2006; Tokoyoda et al.,
2004) (Mendez-Ferrer et al., 2010). In vivo CAR cell ablation revealed
the critical role of this cell type for maintenance of HSCs and for de-
velopment of lymphoid and erythroid progenitors (Omatsu et al.,
2010). Of note, analyses with mice lacking CXCL12 production by
specific BM stromal cells has revealed that CAR and endothelial cells
are key components of the HSC niches, and that CXCL12 produced by
endothelial cells, as well as by a small population of nestin-negative
CAR cells might contribute to HSC maintenance (Ding and Morrison,
2013; Greenbaum et al., 2013; Omatsu et al., 2010).

Interestingly, CXCL12 production is regulated by circadian signals,
such as those coming from adrenergic hormones (norepinephrine), as
well as by inflammatory mediators (Lucas et al., 2008; Mendez-Ferrer
et al., 2008). Importantly, variations in the chemokine levels such as
during infections or in sterile inflammation, cause strong changes in
HSPC distribution between BM and blood, and are associated with
fluctuations in hematopoietic lineage production (Ueda et al., 2005;
Ueda et al., 2004). It has been proposed that the primarily function of
CXCL12 would be to allow HSCs to position close to permissive niches
for access to critical niche factors that promote quiescence (Lim et al.,
2017). Therefore, fluctuations in the circadian clock control CXCL12
levels, resulting in HSC release from and homing back to the BM niche
(Mendez-Ferrer et al., 2008), leading to cell cycle G1 entrance and di-
vision of HSCs towards hematopoietic progenitors for mobilization into
blood, or back to quiescence (GO0), respectively. Further confirmation of
the critical role of the CXCL12-CXCR4 axis in HSC retention in the BM
came from data of patients with the WHIM syndrome (warts, hypo-
gammaglobulinemia, infection, myelokathexis). This disease is linked
to autosomal dominant mutations in CXCR4 that causes C-terminal
truncation of CXCR4, resulting in constitutive signaling due to inability
of the receptor to be internalized and desensitized in response to
CXCL12 (Balabanian et al., 2005b; Gorlin et al., 2000; Gulino et al.,
2004; Hernandez et al., 2003). The constitutive signaling leads to pan-
leukopenia based on increased BM retention of differentiated leuko-
cytes, especially neutrophils. The importance of CXCL12-CXCR4 pair in
the retention of HSPCs has been pharmacologically used to disrupt this
interaction for HSC mobilization in the periphery as a source of pro-
genitors for BM reconstitution in different hematological malignancies
(Broxmeyer et al., 2005).

In addition to its prominent role during hematopoiesis, CXCL12-
CXCR4 signaling regulates thymocyte trafficking inside the thymus, and
contributes to migration of B and T cells to and inside lymph nodes
(Griffith et al., 2014; Schulz et al., 2016). Studies with BM chimeras and
conditional deletion of CXCR4 revealed that DN1 cells in the thymus
require CXCR4 for outward migration and do not develop into DN2 or
later stages (Plotkin et al., 2003). Entry of B and T cells into LN and
Peyer’s patches involves both the CCL19/21-CCR7 and CXCR4-CXCL12
receptor-ligand pairs (Okada et al., 2002). Inactivation of CXCR4 in the
B-cell lineage leads to reduced numbers of B cells in splenic marginal
zone and primary follicles, and impaired T-independent antibody re-
sponses (Nie et al., 2004). Furthermore, absence of CXCR4 signaling
generates aberrant ectopic B cell follicles, and within a developing
germinal center, the positioning of B cells is controlled by both CXCR4
and CXCRS5 (Allen et al., 2004). In this latter case, CXCR4 regulates B
lymphocyte distribution in the dark zone, whereas CXCR5 promotes B
cell migration in the germinal center light zone.
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4. The CXCL12-CXCR4 axis in hematological malignancies

As CXCL12 regulates hematopoietic cell trafficking to and posi-
tioning in the BM (Lim et al., 2017), it is not surprising that CXCR4
expression on cancer cells from several hematopoietic malignancies
influences neoplasia progression by controlling cancer cell migration to
BM as well as to LNs (Teicher and Fricker, 2010). CXCR4 is over-
expressed in hematologic cancers, including chronic lymphocytic leu-
kemia (CLL), acute myeloid leukemia (AML), multiple myeloma (MM)
and in lymphomas (Balkwill, 2004), and the CXCL12-CXCR4 signaling
is implicated in the regulation of cell adhesion, migration, invasion and
dissemination in these hematological neoplasms (Scala, 2015). Several
CXCR4 inhibitors like plerixafor (Mozobil, AMD 3100), and anti-CXCR4
antibodies have been employed to mobilize stem cells from the BM to
the bloodstream, and together with granulocyte colony-stimulating
factor (G-CSF) are being used for autologous transplants in several
hematological malignancies (Hopman and DiPersio, 2014). Plerixafor
was approved by the FDA in 2008 for use in combination with G-CSF for
HSC mobilization to blood circulation for collection and subsequent
autologous transplantation in lymphoma and MM patients (De Clercq,
2009; Devine et al., 2004), and it is currently investigated in several
clinical trials for glioma, AML, and neuroblastoma (Fig. 2) (Scala,
2015). In this section we will focus on basic and clinical knowledge of
CXCR4 on CLL, MM and AML.

4.1. Chronic lymphocytic leukemia

CLL is a highly prevalent adult leukemia characterized by dys-
functional B lymphocyte accumulation in the LNs and BM (Chiorazzi
et al., 2005). Recirculation of malignant cells between peripheral blood,
BM and lymphoid tissues contributes to clinical progression, and che-
mokine receptors and integrins may represent important prognostic
markers and therapeutic targets. CXCR4 overexpression in CLL and
associated CXCL12-dependent cell migration and activation were early
described (Burger et al., 1999; Durig et al., 2001; Mohle et al., 1999).
Examination of mechanisms controlling CXCR4 expression revealed
that B cell receptor ligation down-regulates the chemokine receptor on
CLL cells (Vlad et al., 2009), and that recycling and internalization are
also key players regulating CXCR4 expression (Patrussi et al., 2015;
Saint-Georges et al., 2016). In addition, it has been shown that in-
hibition of BTK leads to reduction in CXCR4 expression in CLL (Chen
et al., 2016). CXCR4-driven signaling increases MMP-9 levels which in
turn stimulates CLL cell invasion (Redondo-Munoz et al., 2006), and
promotes VLA-4-mediated adhesion (Ganghammer et al., 2015).
Moreover, the CXCL12-CXCR4 axis stimulates RAF-dependent

| LMW CXCR4antagonists |

Plerixafor (AMD3100) ‘

BMS-936564/MDX-1338 (Ulocuplumab)
PF-06747143
hz515H7

AMD3465
AMDI11070

Synthetic peptide CXCR4 antagonists

T140
TC14012
TN14003

BL-8040 (BKT140)
MSX-122

NOX-A12 (OLA-PEG)
CTCE-9908

LY2510924
Zerumbrone

Fig. 2. CXCR4 antagonists. Anti-CXCR4 antibodies, low molecular weight (LMW) CXCR4
antagonists, therapies based on inhibition of CXCL12, and CXCR4 synthetic peptides
antagonists have been tested as potential inhibitors of the CXCL12-CXCR4 axis. BMS-
936564, PF-06747143, hz515H7, plerixafor, NOX-A12 and BL-8040 have entered into
clinical trials, mainly in hematological malignancies (see text).
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activation that is blocked by sorafenib (Messmer et al., 2011), as well as
CD20 upregulation which is inhibited by ibrutinib (Pavlasova et al.,
2016). CLL patients with high CXCR4 levels have an increased risk of
lymphoid organ infiltration and poor prognosis (Calissano et al., 2009),
and combined CXCR3/CXCR4 measurements are of high prognostic
value in CLL (Ganghammer et al., 2016). Of note, CLL cells expressing
high levels of ZAP-70, an important prognostic marker in CLL, display
higher signaling and survival in response to CXCL12 than cells ex-
pressing low amounts of the marker (Richardson et al., 2006).

CXCR4 antagonists and antibodies have been explored as inhibitors
in CLL treatment (Fig. 2). Thus, the T140, TC14012 and TN14003 small
peptide CXCR4 inhibitors block CLL cell chemotaxis, migration and
CXCL12-induced signaling, and resensitize CLL cells cultured with BM
stroma to fludarabine-induced apoptosis (Burger et al., 2005). More
recently, NOX-A12 (olaptesed pegol; Noxxon Pharma), an anti-CXCL12
aptamer that binds CXCL12 with high affinity and that inhibits the
interaction of CXCL12 with CXCR4 and CXCR7 (Duda et al., 2011;
Sayyed et al., 2009), has been shown to efficiently impair CLL cell
chemotaxis and to block stroma-dependent drug resistance
(Hoellenriegel et al., 2014). Interestingly, NOX-A12 competes with
heparin for CXCL12 binding, leading to the release of CXCL12 from
stromal cell-surface-bound GAGs, thereby neutralizing the chemokine
gradient (Hoellenriegel et al., 2014). Furthermore, NOX-Al2
strengthens the anti-angiogenic effect of anti-VEGF (Deng et al., 2017).
NOX-A12 has been tested in a phase 2a clinical trial in combination
with bendamustine and rituximab in patients with relapsed CLL (Clin-
icalTrials.gov, #NCT01486797), though results have not been yet
presented.

BMS-936564/MDX-1338 (ulocuplumab; Bristol-Myers Squibb), a
fully human IgG4 anti-CXCR4 antibody, induces CLL cell apoptosis and
is efficacious as monotherapy in CLL mice models, as well as in AML
and MM (Kashyap et al., 2016; Kuhne et al., 2013). An additional hu-
manized anti-CXCR4 monoclonal antibody, LY2624587 (Eli Lilly), is a
potent CXCR4 antagonist that inhibits CLL migration and signaling, and
causes apoptosis in vitro and in vivo (Peng et al., 2016). Moreover, PF-
06747143 (Pfizzer) is a novel IgG1 anti-CXCR4 antibody that displays
strong cytotoxicity in CLL cells (Kashyap et al., 2017), and whose phase
1 clinical trial (ClinicalTrials.gov, #NCT02954653) has recently ended.

4.2. Multiple myeloma

Multiple myeloma is a B-cell neoplasm characterized by clonal
proliferation and accumulation of malignant plasma cells in the BM, by
osteolytic bone lesions, hypercalcemia, anemia and renal disease (Kuehl
and Bergsagel, 2012; Raab et al., 2009). MM cells were shown to ex-
press heterogeneous levels of CXCR4, and the CXCL12-CXCR4 signaling
contributes to cell adhesion, migration and activation (Alsayed et al.,
2007; Durig et al., 2001; Hideshima et al., 2002; Martinez-Moreno
et al., 2016; Menu et al., 2006; Moller et al., 2003; Nakayama et al.,
2003; Sanz-Rodriguez et al., 2001). Importantly, minimal residual dis-
ease subclones in MM express high CXCR4 levels (Paiva et al., 2016).
CXCL12 upregulates adhesion of MM cells mediated by the VLA-4 in-
tegrin (Parmo-Cabanas et al., 2004; Sanz-Rodriguez et al., 2001), an
adhesion receptor with important roles in MM cell survival and drug
resistance (Mori et al., 2004; Noborio-Hatano et al., 2009; Olson et al.,
2005). Additionally, CXCL12-promoted MM cell adhesion involving
VLA-4 has been demonstrated to be regulated by S1P thorough the S1P1
receptor (Beider et al., 2017; Garcia-Bernal et al., 2013).

The expression of CXCR4 can be stimulated by Notch signaling, and
blockade of this signaling leads to reduced MM cell infiltration in the
marrow (Mirandola et al., 2013). Furthermore, increased CXCR4 levels
were found to be associated with the acquisition of an epithelial-me-
senchimal transition phenotype, favoring MM cell invasion and bone
metastasis (Roccaro et al., 2015).

The CXCL12-CXCR4 axis provides therapeutic opportunities in MM
(Lonial et al., 2016) (Fig. 2). Thus, plerixafor disrupts the interaction of
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MM cells with the BM by blocking CXCL12 binding to CXCR4, and
enhances the sensitivity of MM cell to multiple therapeutic agents (Azab
et al., 2009). Furthermore, it promotes mobilization of CD34% cells in
MM treatments (Devine et al., 2004). Similarly as in CLL, NOX-A12 also
exhibits anti-MM activity. Thus, in vivo CXCL12 neutralization with
NOX-A12 generates a tumour microenvironment that is less receptive
for MM cells, leading to decreased MM cell homing and growth, and
thereby inhibiting MM disease progression (Roccaro et al., 2014).
Moreover, NOX-A12 reduces the expression of genes known to be reg-
ulators of angiogenesis. In addition, recent reports indicated that NOX-
Al2 enhances the anti-MM capacity of combined bortezomib and
dexamethasone  (Ludwig et al, 2017) (ClinicalTrials.gov,
#NCT01521533), and resensitizes MM cells to the HDAC inhibitor
vorinostat, to pomalidomide and to proteasome inhibitors
(Waldschmidt et al., 2017).

As with CLL, BMS-936564/MDX-1338 given as monotherapy ex-
hibits anti-MM activity in established MM xenograft models (Broussas
et al., 2016; Kuhne et al., 2013). A clinical phase I trial has been con-
ducted using BMS-936564 alone and in combination with lenalido-
mide/dexamethasone or bortezomib/dexamethasone in relapsed/re-
fractory MM (ClinicalTrials.gov, #NCT01359657), whose results have
not yet been disclosed. Another anti-CXCR4 antibody, hz515H7, in-
hibits the CXCL12-induced signaling pathway, decreases MM cell mi-
gration and proliferation, and displays anti-MM capacity in vivo
(Broussas et al., 2016; Kuhne et al., 2013). hz515H7 is currently under
investigation in a phase I clinical trial.

Interestingly, MM cells recruit tumour-supportive macrophages
through the CXCL12-CXCR4 axis and promote macrophage polarization
toward the M2 phenotype (Beider et al., 2014), and it was recently
shown that M2 macrophage repolarization to the M1 phenotype re-
presents a potential new venue for MM treatment (Gutierrez-Gonzalez
et al., 2016).

4.3. Acute myeloid leukemia

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous clonal disorder of
haemopoietic progenitor cells characterized by accumulation of im-
mature myeloid cells in BM and peripheral blood, having a poor
prognosis as most patients develop chemotherapy resistance (Estey and
Dohner, 2006; Konopleva and Jordan, 2011). AML cell lines and AML
cells from patient samples express CXCR4 (Brouwer et al., 2001; Burger
et al., 2003a,b; Mohle et al., 1998; Voermans et al., 2002), and this
receptor is considered to be a negative prognostic marker of the disease
(Rombouts et al., 2004; Spoo et al., 2007).

Several CXCR4 inhibitors or neutralizing anti-CXCR4 antibodies
have been tested in AML models. Thus, plerixafor impairs survival of
human AML cells (Nervi et al., 2009; Tavor et al., 2008; Uy et al.,
2012), and the CXCR4 antagonist LY2510924 (Eli Lilly) blocks surface
CXCR4, inhibits AML cell proliferation and displays anti-leukemia ef-
fects as monotherapy as well as in combination with current che-
motherapy for AML (Cho et al.,, 2015). The BL-8040 (4F-benzoyl-
TN14003; formerly BKT140) anti-CXCR4 agent (BioLineRx), binds and
inhibits CXCR4 with high affinity, inhibits cell migration and rapidly
mobilizes stem cells (Abraham et al., 2007). BL-8040 induces robust
mobilization of AML blasts from the BM, and promotes AML cell
apoptosis (Abraham et al., 2017a,b). A phase IIa study evaluating safety
and efficacy of BL-8040 in relapsed/refractory AML patients has been
recently completed (ClinicalTrials.gov, #NCT01838395), whose results
have not been yet presented.

Two anti-human CXCR4 antibodies have been tested in AML
models. As mentioned above, the BMS-936564 antibody inhibits AML
growth in mice models (Kuhne et al., 2013), whereas the PF-06747143
antibody induces cytotoxicity in AML cells via Fc-effector function,
leading to significant reduction of the leukemia burden (Zhang et al.,
2017).
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5. The CXCL12-CXCR4 axis in solid tumors

Cells from solid tumors, including breast, prostate, colon and lung
cancer, as well as melanoma and glioma, express CXCR4 which be-
comes a retention or invasive molecule upon binding CXCL12 (Scala,
2015). Several current clinical trials are testing the usefulness of tar-
geting the CXCL12-CXCR4 signaling to inhibit cancer cell metastasis
(Fig. 2). Following is a description of CXCR4 expression, function and
antagonist testing in breast, prostate and lung cancer, and in melanoma.

5.1. Breast cancer

The involvement of CXCR4 in solid cancer dissemination was first
described in 2001 by Miiller and collaborators using mice breast cancer
models (Muller et al., 2001). They found high CXCR4 expression in
human breast cancer cells, malignant breast tumour samples and me-
tastasis, coincident with high levels of CXCL12 in the main sites of
breast cancer metastasis. Of note, the chemotactic and invasive re-
sponses mediated by CXCR4 through the induction of actin poly-
merization were diminished with neutralizing anti-CXCR4 antibodies,
both in vitro and in vivo (Muller et al., 2001).

The key role of CXCR4 in breast cancer metastasis was later corro-
borated by small interfering RNA (siRNA) targeting CXCR4 in mouse
xenograft models (Chen et al., 2003; Liang et al., 2005). Other studies
have sustained the direct participation of the CXCL12-CXCR4 axis in in
vivo breast cancer tumour growth and metastasis murine models, by
using different antagonists such as plerixafor (Price et al., 2016; Smith
et al., 2004), zerumbrone (Sung et al., 2008), MSX-122 (Liang et al.,
2012), or by oncolytic virotherapy (Gil et al., 2013). Furthermore,
blockade of CXCR4 with plerixafor in the MMTV-PyMT model of breast
cancer selectively reduced M2 tumour-associated macrophages after
chemotherapy, thereby reducing tumour burden (Hughes et al., 2015).
Additionally, Ling and collaborators reported that the CXCR4 antago-
nist AMD3465 inhibited breast cancer growth and metastasis by acting
on tumour cells as well as on immune cells present in the tumour mi-
croenvironment (Ling et al., 2013).

CXCR4 expression in breast cancer has been reported to be regu-
lated by NF-kB (Helbig et al., 2003) and by Slit proteins (Marlow et al.,
2008). A significant correlation between HER2 and CXCR4 expression
was detected in human breast tumour tissues, and CXCR4 expression
was associated with poor survival in patients with breast cancer
(Balkwill, 2004; Cabioglu et al., 2005; Hassan et al., 2009; Li et al.,
2004). In addition, meta-analysis studies revealed that the overall
survival and disease-free survival of breast cancer patients were nega-
tively correlated with CXCR4 expression (Zhang et al., 2014; Zhao
et al., 2015). In a retrospective analysis of the levels of expression of
CXCR4 in invasive breast carcinomas and pre-invasive breast samples,
CXCR4 was found to be associated with tumour progression, ranging
from 20% in normal breast tissue to 43% in ductal carcinoma-in-situ, to
67% in invasive cancer (Salvucci et al., 2006). Importantly, high CXCR4
levels in triple-negative (TN) breast cancer patients were linked to a
worse disease outcome (Chu et al., 2010). Accordingly, Azad et al.
showed a therapeutic response of a fully human CXCR4 antibody cor-
relating with the expression of CXCR4 in TN breast cancer (Azad et al.,
2016). Nevertheless, the functional relevance of CXCR4 in TN breast
cancer has been recently weakened in a recent study showing that
CXCR4 inhibitors do not reduce tumour growth and even increase TN
breast cancer metastatic spread, although they efficiently impair tu-
mour growth and metastasis in HER2 breast cancer (Lefort et al., 2017).

5.2. Prostate cancer

Early reports described the expression of CXCR4 on prostate cancer
cells and its responsiveness to CXCL12 in promoting cell migration,
invasion and metastasis (Darash-Yahana et al., 2004; Taichman et al.,
2002; Vaday et al., 2004). CXCR4 expression was detected in 94% of
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prostate cancer patients, and it was found that those patients with high
levels of this receptor had poorer survival than those with low ex-
pression (Akashi et al., 2008). From a cohort of over 600 patients,
CXCR4 protein expression was described to be significantly elevated in
localized and metastatic samples compared to normal epithelia, but not
at the RNA level, suggesting an important post-transcriptionally reg-
ulation of CXCR4 in prostate cancer (Sun et al., 2003). Furthermore, the
same study showed that CXCR4 expression increases with tumour ag-
gressiveness and revealed higher expression in metastatic tissues than
in primary tumors. The transcription factor ERG regulates CXCR4 ex-
pression in prostate cancer cells, and androgens modulate the receptor
levels via increasing ERG expression (Singareddy et al., 2013).

Obesity is a prognostic risk factor in the progression of prostate
cancer, and it has been recently proposed a role for CXCL12/CXCR4/
CXCR?7 axis in an obesity-driven mouse model of myc-induced prostate
cancer (Saha et al., 2017). In this model, tumour-derived cells displayed
an increase in the expression of CXCR4 and CXCR7, which mediated
migration and invasion to CXCL12, and these responses were inhibited
by plerixafor or by knocking down these receptors. The importance of
CXCL12/CXCR4 axis in prostate cancer has also been described by
Conley-LaComb and collaborators, who showed that inhibition of this
molecular axis with plerixafor abrogates the initial establishment of
tumour growth without affecting the growth of established bone tumors
(Conley-LaComb et al., 2016). Additionally, the use of small molecules
that block the CXCL12/CXCR4 axis, such as CTCE-9908 and ursolic acid
(Fig. 2), which reduced the metastatic potential in several orthotopic
and metastatic mouse xenograft models of prostate cancer (Gravina
et al., 2015; Porvasnik et al., 2009; Shanmugam et al., 2011) has pro-
vided evidence of the importance of the CXCL12/CXCR4 signaling in
prostate cancer cell dissemination.

5.3. Melanoma

Although melanoma only accounts for less than 5% of skin cancers,
it is nevertheless responsible for 80% of deaths from skin cancers.
Expression of CXCR4 in human melanoma was first reported in mela-
noma cell lines and samples from melanoma patients (Payne and
Cornelius, 2002; Robledo et al., 2001), and importantly, its expression
is closely linked to melanoma cell invasion and metastasis (Bartolome
et al., 2009; Bartolome et al., 2004; Bartolome et al., 2006; Murakami
et al., 2002). CXCR4 expression was detected in the vertical growth
phase and on regional LNs, which correlated with poor prognosis and
increased mortality (Longo-Imedio et al., 2005; Scala et al., 2005). The
transcription factors PAX3 and FOXD3 were found to drive CXCR4
expression in melanoma (Kubic et al., 2015). Further evidence of the
involvement of CXCR4 in melanoma metastasis came from several
studies showing that CXCR4 blockade with plerixafor or AMD11070
inhibited tumour growth and metastasis (Kim et al., 2010; O’Boyle
et al., 2013). However, CXCL12 expression by stromal cells in the pri-
mary melanoma microenvironment protects from metastasis by re-
taining tumour cells within the cutaneous microenviroment (McConnell
et al., 2016), suggesting that this chemokine might play distinct roles in
the different steps of melanoma metastasis.

In the context of BRAF status, multivariable analyses revealed a
significant correlation between elevated CXCR4 mRNA and the pre-
sence of BRAF mutations (Mitchell et al., 2014), and it has been shown
that downregulation of melanoma CXCL12 is associated with an ag-
gressive BRAF/NRAS mutant phenotype (McConnell et al., 2016).

5.4. Lung cancer

Expression of CXCR4 on small cell lung cancer (SCLC) cell lines, as
well as on non-small cell lung cancer (NSCLC) tumour specimens re-
sected from patients and on NSCLC cell lines was first reported and
described to mediate cell migration and activation in response to
CXCL12 (Burger et al., 2003a,b; Hartmann et al., 2005; Kijima et al.,
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2002; Phillips et al., 2003). Furthermore, a correlation between CXCR4
expression and poor prognosis in NSCLC has been reported (Spano
et al., 2004; Su et al., 2005). Importantly, higher CXCR4 expression on
NSCLC was described in primary and metastatic tumour tissue than in
normal lung, and tumors expressing high CXCR4 levels were more
prone to clinical metastasis in comparison with low-expression tumors
(Choi et al., 2014; Su et al., 2005). Cellular localization of CXCR4 in
NSCLC correlates with survival, as its cytomembranous expression
confers worse disease-free survival compared with nuclear localization.
These observations are consistent with a model in which cytomem-
branous CXCR4 promotes tumour cell proliferation and metastasis,
whereas nuclear CXCR4 impairs these effects (Spano et al., 2004;
Wagner et al., 2009).

Bertolini and collaborators found an enrichment of a subpopulation
of CXCR4 expressing cells that were cisplatin resistant (Bertolini et al.,
2009), and in a different study it was reported that upregulation of this
chemokine receptor is crucial for the maintenance of stemness in drug
resistant NSCLC through the activation of STAT3 (Jung et al., 2013).
Due to the previously described role of CXCR4 in NSCLC resistance, the
CXCR4 antagonist BL-8040 was tested against human NSCLC, which led
to attenuation of tumour growth and to the improvement of che-
motherapy and radiotherapy (Fahham et al., 2012). In addition, pler-
ixafor reduced the growth of SCLC primary tumors (Taromi et al.,
2016), and the BMS-936564/MDX-1338 anti-CXCR4 antibody demon-
strated a therapeutic response correlating with the expression of CXCR4
(Azad et al., 2016) (Fig. 2).

6. Conclusions

CXCL12 and its receptor CXCR4 are critical during hematopoiesis
for regulation of HSC quiescence, for HSC retention in the BM and
differentiation into hematopoietic progenitors, and for B cell lympho-
poiesis. Disruption of the CXCL12-CXCR4 interaction by plerixafor is
currently in use to mobilize HSC and progenitors to collect them for
autologous transplants in several hematological malignancies. This is
an important point in the search of antagonists that inhibit tumour cell
dissemination, as unwanted hematopoietic cell mobilization must be
mostly avoided. Furthermore, potential mobilization of dormant tu-
mour cells into circulation by blocking the binding of the chemokine-
receptor pair by the antagonists is also a concern in this type of
therapies. Present clinical trials especially in hematological tumors will
provide important information on the convenience of adding CXCR4
inhibitors to impair tumour dissemination in combined therapies with
ongoing anti-cancer treatments.
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Chemokine stimulation of integrin a4f31-dependent T lym-
phocyte adhesion is a key step during lymphocyte trafficking. A
central question regarding «4f31 function is how its lateral
mobility and organization influence its affinity and avidity
following cell stimulation with chemokines and/or ligands.
Using single particle tracking and superresolution imaging
approaches, we explored the lateral mobility and spatial
arrangement of individual a4 31lintegrins on T cells exposed to
different activating stimuli. We show that CXCL12 stimulation
leads to rapid and transient a4flactivation, measured by
induction of the activation epitope recognized by the HUTS-
21 anti-Blantibody and by increased talin-B1 association.
CXCL12-dependent o431 activation directly correlated with
restricted lateral diffusion and integrin immobilization. More-
over, co-stimulation by CXCL12 together with soluble VCAM-1
potentiated integrin immobilization with a 5-fold increase in
immobile integrins compared with unstimulated conditions.
Our data indicate that docking by talin of the chemokine-acti-
vated a4 31 to the actin cytoskeleton favors integrin immobili-
zation, which likely facilitates ligand interaction and increased
adhesiveness. Superresolution imaging showed that the nanoscale
organization of high-affinity a41 remains unaffected following
chemokine and/or ligand addition. Instead, newly activated 431
integrins organize on the cell membrane as independent units
without joining pre-established integrin sites to contribute to clus-
ter formation. Altogether, our results provide a rationale to under-
stand how the spatiotemporal organization of activated a4f1
integrins regulates T lymphocyte adhesion.

Integrins are heterodimeric cell membrane adhesion recep-
tors composed of non-covalently associated « and B subunits
that mediate cell-cell and cell-extracellular matrix adhesion (1).
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Integrins control morphogenesis, immunity, tissue healing, and
tumor growth and metastasis. In particular, the a481 (VLA-4)
and aLB2 (LFA-1) integrins are key players in T lymphocyte
trafficking from the blood circulation to lymphoid tissues and
to sites of injury and infection (2). Their adhesiveness is rapidly
and transiently activated by chemokines (3, 4), allowing highly
dynamic T cell interactions with the endothelium that facilitate
crawling and diapedesis. Binding of chemokines to their recep-
tors generates an inside-out signaling that impinges on the
cytoplasmic domains of 3 subunits (5-7), leading to the exten-
sion of high-affinity conformations of the extracellular o481
and aLB2 integrins that are competent for binding to their
ligands VCAM-1 and ICAM-1, respectively. It is generally
accepted that interactions of talin and kindlin with specific
cytoplasmic motifs on 81 and (2 integrin subunits represent
critical steps for the generation of active e41 and aL32 integ-
rins (7-10).

The role played by a4f1 is especially important during T
lymphocyte trafficking to sites of inflammation. Its interaction
with VCAM-1 as well as with the CS-1 region of fibronectin
allows optimal T cell migration, which contributes to subse-
quent immune responses. In addition to the critical involve-
ment of talin in stimulating active o481 conformations (11, 12),
the characterization of the inside-out signaling required for
chemokine-promoted o431 activation revealed that Vav1 plays
a key role in the optimal stimulation of T cell adhesion medi-
ated by this integrin (13).

A central question regarding integrin function on lympho-
cytes is how the lateral organization and mobility of a431 and
aLB2 influence their activation and adhesiveness after contact
with chemokines and/or ligands. This question is important to
improve our understanding on how these integrins spatially
regulate their affinity and avidity and would ultimately allow
interference in this process. Earlier reports showed that lateral
mobility controls aL.32 rearrangement into clusters upon leu-
kocyte activation, which occurs following release of cytoskele-
ton constraints, allowing integrin motion (14). These studies
led to the proposal that inactive aL 32 integrins are anchored to
the cytoskeleton and released to strengthen ligand binding (14),
suggesting that aL.B2 integrin activation precedes clustering.
However, high-affinity integrins are more prone to interact
with the cytoskeleton via their cytoplasmic domains (1), caus-
ing integrin immobilization and compromising their lateral dif-
fusion. Indeed, high-affinity aL. 82 appears immobile in phorbol
12-myristate 13-acetate-activated cells (15). Along the same

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 21053


mailto:maria.garcia-parajo@icfo.es
mailto:maria.garcia-parajo@icfo.es
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1074/jbc.M116.733709&domain=pdf&date_stamp=2016-8-1

Spatiotemporal Regulation of CXCL12-activated o431 Integrin

A B C D
~ 0.10
L 0.10 Sy
~12 15
o X 2
E = a
SD 20.05 % 8 @ 0.05
a £ =
- 2 2o
¢ 0.00 & ool | = 0.00
: 00 01 02 001 0.4 00 01 02
Time (s) D (um?/s) Time (s)
E F I Fast G H
20+ Untreated 150 Slow = Untreated 1.5 = Untreated
CXCL12 (0-2min) == immobile i » = 0-2 min
= . | cxcL12 (2-5min) = & -5 min
%15 CXCL12 (5-10min) < 100 & §1-0 ==5-10 min
) =
g g E $
g g 5 © 0.5
S s 5 % 5 £
o & ]
0 0 0.0
10+ 102 100 SO Total Slow Fast Slow Fast
D (um?/s) S Mobile
&

FIGURE 1. Characterization of the lateral mobility of 431 on T cells and effect of CXCL12 stimulation. A, representative frame from the tracking
of individual @481 molecules on Molt-4 T cells using clone 18 anti-31-QD-655 conjugates (an untreated cell is depicted). Examples of individual a431
trajectories displaying different types of motion are shown in the right panel. B, MSD over time for representative trajectories displayed in A using the
same color code. C, semi-log histogram of D, _, for a481. Values below D,_, = 0.0025 um?/s (dashed vertical line) correspond to immobile trajectories.
D, overall MSD plot of the total mobile a4B1 population at different time lags. E, overlay semi-log distributions of D,_, for the indicated incubation
conditions. The dashed vertical line at D = 0.0025 um?/s denotes the threshold value for discriminating immobile (left) from mobile (right) trajectories.
F, percentage of immobile, slow, and fast a4 31 subpopulations for untreated or CXCL12-exposed cells. G, diffusion coefficient values of the total mobile
population and for the slow and fast 481 fractions. H, anomalous «a exponents for the slow and fast a4B1 subpopulations under the indicated
conditions. Unless indicated otherwise, statistical comparisons were done with respect to untreated cells. Statistics over three separate experiments are
as follows: 4021 trajectories on 40 cells (untreated) (C and D); for different conditions (E-H), 20 untreated cells (1637 trajectories), 6 cells stimulated with
CXCL12 for 0-2 min (816 trajectories), 9 cells stimulated with CXCL12 for 2-5 min (1014 trajectories), and 21 cells stimulated with CXCL12 for 5-10 min

(1937 trajectories). ns, not significant (p > 0.05); *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.

lines, we recently showed that aL 82 activation by extracellular
cations or chemokine stimulation increased the percentage of
immobile aL.B2 nanoclusters in dendritic cells, indicating that
aLB2 immobilization correlates with integrin activation
(16, 17).

Little is known about the mobility of a4f1integrins on lym-
phocytes. On BMPCs,” the lateral diffusion of a4 integrins was
found to be slow and correlated with strong BMPC adhesive-
ness (18). Furthermore, examination of the lateral diffusion of a
mutant Drosophila aPS2BPS integrin exhibiting high affinity
for its ligand revealed slower diffusion than the wild-type coun-
terpart (19). No studies have yet been undertaken that focus on
the membrane lateral organization of a41 following lympho-
cyte exposure to chemokines and/or ligands. Here we applied
single-molecule approaches and superresolution microscopy
together with reporters of 81 activation to study the potential
lateral mobility alterations and spatial regulation of a4f1 in
response to chemokine and/or ligand stimuli.

Results

Chemokine Stimulation Transiently Restricts the Lateral
Mobility of o4l Integrins on T Cells—The chemokine
CXCL12 triggers an inside-out signaling that induces high-af-
finity conformations of @41, leading to strengthening of
a4B1-VCAM-1 interaction and to increased leukocyte adhe-
siveness (13). To investigate the effect of chemokine stimula-

4 The abbreviations used are: BMPC, undifferentiated human bone marrow-
derived progenitor cell; SPT, single particle tracking; PLL, poly-L-lysine;
MSD, mean square displacement; CPD, cumulative probability distribu-
tion; STED, stimulated emission depletion microscopy; FA, focal adhesion;
QD, quantum dots; PFA, paraformaldehyde.
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tion on a4Bl lateral mobility on T cells, we used SPT
approaches (20). Molt-4 cells were employed as a model, as
a4B1 constitutes the predominant 1 integrin heterodimer in
these cells, with very low a5B1 expression (supplemental Fig.
S1), and it is highly responsive to CXCL12 stimulation (13).
Cells were stretched onto PLL-coated coverslips and labeled at
low density with the conformation-independent anti-f1 clone
18 antibody previously biotinylated and conjugated with
streptavidin-coated QD655. To ensure a 1:1 QD:antibody stoi-
chiometry, the anti-81-QD conjugate was prepared in an
excess of free biotin to occlude streptavidin-QD extra binding
sites. We recorded the motion of individual QDs by using an
SPT setup working under oblique illumination. Subsequently,
trajectories were reconstructed and analyzed. To minimize
effects of internalization of the conjugated antibodies, measure-
ments were always performed during the first 20 min after
labeling. Moreover, to prevent potential artifacts because of the
relative large size of QDs and the proximity between the cell
membrane and the substrate, we exclusively imaged the apical
side of the cells (Fig. 1A, left panel). Experiments were carried
out as follows. During the first 10 min, measurements of o431
integrin diffusion were performed with T cells kept in RPMI
1640 medium, i.e. the untreated condition. Then CXCL12 was
added and maintained for another 10 min. Measurements dur-
ing this period were further separated into three time windows:
0-2 min, 2—-5 min, and 5-10 min.

In general, the trajectories of individual 431 integrins under
untreated conditions exhibited heterogeneous behavior, with
some trajectories showing high mobility and others a more
restricted motion (Fig. 14, right panel, and supplemental Movie
S1). To quantitatively describe the diffusion of a4f1, MSD
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FIGURE 2. Effect of Mn>* stimulation on the lateral mobility of a431 on T cells. A, overlay semi-log distributions of D,_, values for untreated Molt-4 cells
(black line) or stimulated with Mn?* for 10 min (red line). B, plot of the immobile trajectories for both conditions. C, MSD plot of mobile trajectories as a function
of time for untreated (black line) and Mn?" -treated cells (red line). Seven untreated cells (320 trajectories) and eight cells stimulated with Mn?" (223 trajectories)

over two separate experiments.

curves were generated per trajectory (examples are shown in
Fig. 1B). Different diffusion modes were detected: immobile,
confined, and Brownian motion (Fig. 1, A and B). The diffusion
coefficients at short time lags (D,_,) were then determined by
linear fitting of the MSD curves over the first four points, and
their values were plotted as a semi-log histogram to show the
full distribution of the a4 1 diffusive behavior. On untreated
cells, @481 integrins showed a broad variation over more than 2
orders of magnitude in the D, _, values, with only a small frac-
tion being immobile (~6%; see “Experimental Procedures”)
(Fig. 1C). On the other hand, the mean MSD curve of the total
mobile population showed a linear relationship with time lag
(Fig. 1D), indicating Brownian diffusion of the integrin on
unperturbed cells, with a mean value of D = (0.083 = 0.005)
wm?/s.

Addition of CXCL12 significantly altered 41 diffusion
during the first 2 min after stimulation, with the appearance of
a shoulder at lower D;_, values and an increase of immobile
trajectories compared with untreated samples (Fig. 1E). To bet-
ter quantify these changes, we applied CPD analysis on the
mobile a4B1 population (21). By using this approach, two dif-
ferent @481 subpopulations having slow and fast diffusion were
retrieved (see “Experimental Procedures”). For each subpopu-
lation we determined their relative occurrence (expressed in
percentages), average diffusion coefficient D,, and anomalous
o, exponents (where « indicates the type of motion, i.e. @ = 1
for Brownian diffusion and « < 1 for anomalous diffusion) with
the subscript i = s,freferring to the slow or the fast subpopula-
tion, respectively.

A remarkable 3-fold increase in immobile o431 trajectories
(from 5% to 20%) was observed during the first 2 min of
CXCL12 treatment compared with untreated cells (Fig. 1F and
supplemental Fig. S2A). This increase was mostly due to a
reduction of the fast subpopulation (from 70% to 50%) (Fig. 1F).
In addition, the D values for the total mobile and the fast sub-
population were reduced with respect to unstimulated cells
(Fig. 1G) together with a slight but significant increase in the
anomalous diffusion of the fast subpopulation (from o, = 0.89
to a, = 0.76; Fig. 1H). Moreover, although the percentage and
diffusion coefficient of the slow mobile subpopulation did not
significantly change upon CXCL12 stimulation (Fig. 1, F and
G), its mobility became highly anomalous (from o, = 0.78 to
a, = 0.48) (Fig. 1H). These major changes in o431 mobility
SASBMB
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were maintained during the subsequent 2—5 min of CXCL12
exposure (Fig. 1, E-H).

During the 5- to 10-min time window after CXCL12 addi-
tion, the overall distribution of D, _, remained shifted toward
lower values with respect to untreated cells (Fig. 1E), with
comparable values in terms of diffusion coefficients (Fig. 1G)
and anomalous behavior (Fig. 1H) to those obtained during
the first 5 min of CXCL12 stimulation. However, a partial
recovery of the percentage of mobile molecules was observed
in the 5- to 10-min period of CXCL12 treatment, concomi-
tant with a decrease in the percentage of immobile a4B1
(around 11%) compared with the first 5-min interval (Fig. 1F
and supplemental Fig. S24). Together, these results show that
CXCL12 stimulation leads to both immobilization and slowing
down of the overall lateral mobility of @41 integrins on the sur-
face of T cells. Because CXCL12 promotes high-affinity «4f1,
these results suggest the existence of a direct correlation between
the integrin-restricted diffusion and increased immobilization and
its activation. Moreover, the recovery in the mobile fraction in the
5- to 10-min period of exposure to CXCL12 is consistent with the
reported transient effect of chemokines on integrin activation (14,
17,22-25).

a4B1 Integrin Immobilization Correlates with Integrin
Activation—To determine whether the level of integrin activa-
tion is indeed linked to a4l immobilization, we exposed
Molt-4 cells to Mn**, a potent extracellular activator of integ-
rin affinity (26). Activated o481 showed a high percentage of
immobile integrins compared with untreated cells (Fig. 2, A and
B) and nearly the same slower diffusion as that obtained upon
CXCL2 treatment, with mean D values of 0.040 + 0.004 um?/s
and D = 0.043 *+ 0.009 wm?/s for Mn>* and CXCL2 treatment,
respectively (Fig. 2C). These results thus confirm that immobi-
lization and reduced mobility of a4B1 directly correlate with
integrin activation.

Soluble VCAM-1 Has a Weak Effect on the Lateral Diffusion
of a4 31 Integrins—Because ligands can activate integrins extra-
cellularly (1, 27), we sought to investigate whether Molt-4 expo-
sure to soluble VCAM-1-Fc would also influence the lateral
mobility of a4S1. Surprisingly, no differences in the diffusivity
of @451 molecules were observed after ligand addition (Fig. 3,
A-D). However, a nearly 2-fold increase in the percentage of
immobile trajectories, from 6% (untreated) to 11% upon
VCAM-1 stimulation, was observed during the first 2 min of
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ns, not significant (p > 0.05); *, p < 0.05; **, p < 0.01.

VCAM-1 exposure (supplemental Fig. S2B), and this percent-
age remained constant up to 10 min (our observation time) (Fig.
3B and supplemental Fig. S2B). Therefore, these data indicate
that soluble VCAM-1-Fc is capable of inducing stable immobi-
lization of a small subset of integrins without altering the over-
all diffusion of the remaining mobile molecules.

Addition of Soluble VCAM-1 to CXCL12 Stimulation
Increases Immobilization of a4B1 Integrins—Given the strong
relationship between CXCL12-induced 41 integrin activa-
tion and its restricted diffusion, we reasoned that the minor
changes in @41 mobility observed after exposure to soluble
VCAM-1 could indicate that the ligand alone is insufficient to
fully activate the integrin. We thus inquired whether co-stim-
ulation by both CXCL12 and soluble VCAM-1 could alter o431
diffusivity beyond that of VCAM-1 or CXCL12 alone. During
the first 0- to 2-min treatment with CXCL12 and VCAM-1-Fc,
we detected a prominent shoulder at lower D, _, values com-
pared with unstimulated cells or those stimulated with
VCAM-1-Fc or CXCL12 alone (Fig. 4A4). Importantly, com-
bined stimulation by CXCL12 and VCAM-1 resulted in a
remarkable increase in 41 immobilization (~30% versus
6% for untreated cells and 20% for CXCL12 alone, Fig. 4B and
supplemental Fig. S2C) that was maintained during the subse-
quent 2—5 min of combined stimulation (Fig. 4, C and D, and
supplemental Fig. S2D). Notably, this increase in the percent-
age of immobile integrins was mostly due to a reduction of
the slow subpopulation (Fig. 4, B and D). On the other hand,
the diffusion of the slow and fast mobile 481 subpopula-
tions did not significantly change upon co-stimulation com-
pared with CXCL12 alone (supplemental Fig. S3, A-D), indi-
cating that CXCL12 is the main stimulus impacting a41
mobility. A similar trend was observed during 5-10 min of
co-stimulation with CXCL12 and VCAM-1-Fc (Fig. 4, E and
F, and supplemental Figs. S2E and S3, E and F), albeit more
modest. That is, the percentage of immobile integrins in the
presence of both stimuli was reduced from ~30% to 23%
(Fig. 4F and supplemental Fig. S2E) compared with cells co-
stimulated for 0—5 min, suggesting that, similar to CXCL12, the
combined effect of CXCL12 and VCAM-1 is also transient. Taken
together, these results suggest that integrin binding to its soluble
ligand alone does not lead to robust integrin immobilization and
restricted diffusion, a condition best achieved upon simultaneous
stimulation with CXCL12 and VCAM-1.
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FIGURE 4. Effect of CXCL12 and VCAM-1 co-stimulation on the lateral
mobility of a4B1in T-cells. A and B, data correspond to the first 0- to 2-min
period of the different stimulation conditions. A, overlay semi-log distribu-
tions of D, _, values for the indicated conditions. Data from the CXCL12 stim-
ulation experiments (Fig. 1) are included to allow easier comparison of both
conditions. B, percentage of immobile, slow, and fast 431 subpopulations. C
and D, the same as A and B at the 2- to 5-min interval of stimulation. £ and F,
the same asin A and Bat the 5-to 10-min interval of stimulation. 29 untreated
cells (2382 trajectories), five cells co-stimulated with CXCL12 and VCAM-1
(260 trajectories) during 0-2 min, seven cells co-stimulated with CXCL12 and
VCAM-1 (301 trajectories) during 2-5 min, and nine cells (587 trajectories)
during 5-10 min over two separate experiments. ns, not significant (p > 0.05);
¥, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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Immobilized VCAM-1 Strongly Arrests the Mobility of
a4PB1 Integrins, an Effect That Is Potentiated by CXCLI2
Stimulation—It has been shown that multimeric and/or immo-
bilized ICAM-1 ligands increase the high-affinity form of aL 32
integrins (28) and strongly affect their lateral mobility on the
cell surface (28, 17). To investigate the effect of immobilized
versus soluble VCAM-1 on the diffusion profile of o431, we
performed SPT experiments on Molt-4 cells seeded on immo-
bilized VCAM-1. Immobilization of the ligand led to a massive
reduction of 41 mobility (Fig. 54) and more than a 4-fold
increase in the percentage of immobilized integrins (Fig. 5B)
compared with soluble ligand exposure (from 11% for soluble to
47% for immobilized VCAM-1). CXCL12 stimulation further
increased o431 immobilization to 63% during the first 2 min of
exposure (Fig. 5B). Again, the effect of CXCL12 was transient so
that, after 2 min of chemokine stimulation, integrin immobili-
zation progressively returned to similar values as those without
stimulation. Interestingly, ligand immobilization also reduced
the diffusion of mobile integrins to values comparable with
those obtained upon CXCL12 and Mn** treatments (compare
supplemental Fig. S4 with Figs. 1G and 2C). Thus, these results
indicate that immobilized but not soluble VCAM-1 triggers the
activation of a4B1 integrins, which is further potentiated by
chemokine stimulation.

The Decrease in a4f31 Lateral Mobility by CXCLI12 and
CXCLI12/VCAM-1 Is Linked to Integrin Activation—The
results shown so far indicate that @41 immobilization is
increased in T cells exposed to different integrin-activating
conditions. To further analyze whether this increase is directly
linked to «4f1 activation, we followed the time-dependent
expression of a B1 activation epitope on CXCL12-exposed
Molt-4 cells by means of flow cytometry. As the activation
reporter we used HUTS-21, an anti-B1 mAb that recog-
nizes high-affinity Bl integrins (29). Because Molt-4 cells
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express predominantly o431 integrins (supplemental Fig. S1),
HUTS-21 selectively reports on high-affinity a481. CXCL12
triggered a rapid induction of high-affinity 41 integrin con-
formations (Fig. 6A), with a strong reactivity to HUTS-21
already detected at 0.5 min of treatment. The induction of these
high-affinity a431 forms decreased at longer times, although,
after 7.5 min, their expression levels were still notably higher
compared with untreated cells (Fig. 64). VCAM-1-Fc alone was
also able to induce high-affinity integrins at 0.5 min, albeit to a
lower extent compared with CXCL12 (Fig. 6B). Importantly,
co-stimulation by CXCL12 and VCAM-1-Fc resulted in a 2.5-
fold increase in high-affinity integrins at 0.5 min that remained
remarkably above that of untreated conditions even after 7.5
min of co-stimulation (Fig. 6B). Of note, the activation of 41
by CXCL12/VCAM-1 remained higher up to 2.5 min than that
of single CXCL12 or VCAM-1 at the 0.5-min time point.

Next we assessed talin interaction with the 1 subunit as an
additional measurement of integrin activation (30). For this
purpose, we exposed Molt-4 cells for different times to
CXCL12, and, following cell lysis, cell extracts were immuno-
precipitated with the TS2/16 anti-B1 mAb and subjected to
immunoblotting using anti-B81 and anti-talin antibodies (12).
Similar to the results obtained by flow cytometry using the
HUTS-21 mADb, the immunoprecipitation data indicated that
Bl-talin association was rapid and transient and mainly
detected in the first 5 min of exposure to the chemokine, espe-
cially in the 0.5- to 1-min window, nicely coinciding (within the
temporal accuracy of the experiments) with the reactivity to
HUTS-21 (Fig. 6C, center panel). However, under our experi-
mental immunoprecipitation conditions, we were not able to
detect a further increase in B1-talin association upon addition
of soluble VCAM-1 to CXCL12 compared with incubation with
CXCL12 alone (Fig. 6C, right panel). Together, these results
further confirm that the reduction in a4f1 mobility upon
CXCL12 stimulation observed by SPT directly correlates with
the activation of this integrin. Furthermore, as talin connects
the 8 subunits with the actin cytoskeleton, our data strongly
suggest that the observed reduction in @41 mobility is the
result of its increased talin-dependent interaction with the
cytoskeleton.

The Nanoscale Spatial Arrangement of a4f1 Integrins Is
Unaffected by Integrin Activation—To investigate the effect of
integrin-activating conditions on the spatial regulation of
a4B1, we performed high-resolution confocal and STED super-
resolution microscopy on Molt-4 cells. Cells were adhered onto
PLL-coated slides and subjected to stimulation for 2.5 min by
CXCL12, VCAM-1-Fc, or a combination of both, followed by
rapid fixation and staining using HUTS-21. To estimate
changes in the number of high-affinity integrins as a function of
the stimulating conditions, we performed extensive confocal
imaging of individual cells (Fig. 7A) and analyzed the images in
terms of their fluorescence intensity. The largest increase in
fluorescent intensity, and therefore the largest enhancement
in the number of high-affinity @431 molecules, was obtained
upon co-stimulation with CXCL12 and VCAM-1-Fc (Fig. 7B).
Stimulation with VCAM-1 or CXCL12 alone also led to an
increase, albeit more modest, in activated a4f1. Surprisingly,
stimulation with VCAM-1-Fc appeared to induce a higher
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FIGURE 6. Analyses of 431 integrin activation. A and B, Molt-4 cells were exposed for the indicated times to CXCL12 or VCAM-1-Fc alone and subjected to
flow cytometry with the HUTS-21 anti-81 mAb (n = 3). C, cells were exposed to CXCL12 alone (center panel) or combined with soluble VCAM-1-Fc (right panel)
for the indicated times and subsequently subjected to immunoprecipitation with the TS2/16 anti-B1 mAb followed by immunoblotting with antibodies to the
indicated proteins. Also shown are densitometric analyses of gel bands from the immunoprecipitations displaying the mean = S.D. of four independent
experiments (bottom panels). *, p < 0.05; **, p < 0.01. MW, molecular weight; WB, Western blot; IP, immunoprecipitation.
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FIGURE 7. A, representative confocal images of Molt-4 cells labeled with HUTS-21 mAb for different stimulation conditions. The white dashed lines denote the
regions of the cell membrane subjected to fluorescence intensity analysis. B, fluorescence intensity of HUTS-21 mAb normalized to the area for different
conditions from confocal images of individual cells. Each dot corresponds to an individual cell. Unless indicated, statistical comparisons were done with respect
to untreated cells. ns, not significant (p > 0.05); ***, p < 0.001; a.u., arbitrary units.

number of high-affinity integrins than exposure to CXCL12, in
apparent contradiction to the mobility data shown above.

To then map the nanoscale organization of high-affinity
integrins under different stimulation conditions, we switched
to STED imaging using the HUTS-21 mAb. With an increased
spatial resolution of ~120 nm (supplemental Fig. S5), individ-
ual fluorescent spots became clearly distinguishable from the
images (Fig. 84). Individual spots were identified, and their
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intensity was quantified and normalized to the mean spot
intensity obtained for untreated cells. Interestingly, very little
differences in spot intensities were observed among the differ-
ent conditions (Fig. 8B). Only co-stimulation of T cells with
CXCL12 and VCAM-1-Fc resulted in a slight but significant
increase in mean spot intensity, with an average number of
high-affinity integrins per spot ~1.4 times larger than on
unstimulated cells. As the fluorescence intensity in each spot is
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(p > 0.05); ***, p < 0.001.

proportional to the number of molecules, these results indicate
no major changes in the nanoscale organization of «431 for the
different stimulation conditions. As additional quantification,
we also measured the spatial proximity between adjacent fluo-
rescent spots. Cells stimulated with CXCL12 or VCAM-1-Fc
alone showed a modest but significant reduction in their spatial
proximity that became more pronounced upon co-stimulation
with CXCL12 and VCAM-1-Fc compared with untreated cells
(Fig. 8C). Taken together, these results indicate that the nano-
scale organization of high-affinity a481 remains largely unal-
tered under the investigated stimulation conditions. Instead,
the increased proximity of individual spots upon co-stimula-
tion with CXCL12 and VCAM-1 suggests that newly formed
high-affinity @431 integrins distribute on the cell membrane as
independent units instead of joining pre-established integrin
sites to form nano- or microclusters.

Discussion

Using single-molecule dynamic approaches together with
superresolution imaging, we explored the lateral mobility and
spatial arrangement of individual a4flintegrins on T cells
exposed to different stimuli that promote integrin activation,
with a particular emphasis on the role of chemokines. Our data
demonstrate that conditions that promote a4f1 activation,
such as incubation with the chemokine CXCL12, trigger o431
immobilization, most probably through talin recruitment to
the integrin. These results are fully in line with recent reports
on other integrins, including 81 and (3 integrins associated
with focal adhesions (FAs) and on aL32 on leukocytes, where
integrin immobilization correlated with integrin activation
(15-17, 31). Also, in analogy with other integrins (17, 32),
robust immobilization of «4B1, triggered in our case by
CXCL12 stimulation, required the tripartite interaction
between a4f1, its ligand VCAM-1, and actin-binding pro-
teins such as talin.

Although CXCL12 was able to trigger rapid immobilization
and restrict the diffusion of w41 integrins, co-stimulation by

SASBMB

SEPTEMBER 30, 2016+VOLUME 291 -NUMBER 40

the chemokine together with soluble VCAM-1 resulted in a
5-fold increase in immobile integrins compared with untreated
cells. Although SPT approaches revealed that T cell binding to
soluble VCAM-1 was capable of inducing immobilization of a
small subset of w431, its overall effect on integrin mobility was
very modest. Surprisingly, confocal and STED imaging using
the activation reporter HUTS-21 anti-B1 mAb showed the
induction of a larger number of high-affinity integrins upon
VCAM-1 stimulation compared with CXCL12 stimulation.
Together, these results suggest that, although soluble VCAM-1
is able to induce high-affinity a4Blintegrins, this subset of
integrins is most likely not bound to the actin cytoskeleton,
therefore remaining mobile. As such, a4B1 true activation in
the sense of the generation of high-affinity forms and actin
cytoskeleton anchorage (through recruitment of talin) mostly
occurs upon CXCL12 stimulation, which is then potentiated by
co-stimulation with VCAM-1. This effect is consistent with the
role of ligands in stabilizing the active form of integrins brought
about by chemokine-induced transient stimulation (32).

We also performed SPT experiments of @431 in the presence
of immobilized VCAM-1. In stark contrast to soluble ligand,
immobilized VCAM-1 led to a massive immobilization of the
integrin and reduction of its lateral mobility. These results can
be rationalized in the context of mechanical forces being
exerted between the mobile integrin and the immobilized
ligand. As the integrin laterally diffuses on the cell membrane,
the fixed ligand resists translation of the integrin, increasing the
force and resulting in extension of the 3 subunit and activation
of the integrin. This force-induced activation will then lead to
integrin anchorage to the actin cytoskeleton and its immobili-
zation. Addition of chemokines will further contribute to the
activation of o431 so that the overall result is the generation of
a large population of active integrins that anchor to the cyto-
skeleton via talin and their concomitant immobilization on the
cell surface, as observed in our experiments. Such a traction
force model has already been proposed for al32 integrins to
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explain the substantially higher affinity of aLB2 for ligand on
substrates compared with the solution phase (28).

The overall conclusions of our work are based both on the
well accepted role talin plays in the transmission of inside-out
signaling induced by chemokines for the generation of active
a4B1 and aLB2 integrins (11, 12, 33) and on our present results
achieved using a combination of different techniques to link
integrin activation and integrin immobilization. Thus, our data
reveal a direct correlation between rapid and transient o431
immobilization with talin association with 81 and induction of
HUTS-21 epitopes, which constitute clear indications of integ-
rin activation. Therefore, talin anchors the activated integrin to
the actin cytoskeleton, favoring receptor immobilization. Inter-
estingly, although the generation by CXCL12 of high-affinity
a4B1 integrins and their immobilization persisted for more
than 5 min, as detected with the HUTS-21 mAb, association of
talin to a4B1 after chemokine stimulation was short-lived.
These results might indicate that talin is only involved in bridg-
ing the first contacts between 431 and the actin cytoskeleton,
whereas other proteins, including kindlin-3 (8), could concom-
itantly or subsequently cooperate with talin to stabilize the
active conformation and immobilization of a41 over several
minutes.

To facilitate T cell adhesion, crawling and diapedesis on and
across the endothelium for efficient cell trafficking toward sites
of inflammation, integrin-mediated adhesion (mainly involving
a4B1 and aL.B2) to their respective ligands must be brief and
highly dynamic, which is contributed by chemokines. This pro-
cess is phenomenologically different to that of cell adhesion
involving FAs, where the formation of FA clusters involving 81
and B3 integrins is required (31). Our results provide novel
insights into the different biophysical properties of integrin
adhesion associated with these two processes. Although, in
both cases, integrin activation occurs, long-lived and robust
integrin immobilization is observed on FAs as well as in the
formation of large integrin-enriched microclusters (34 —36). In
remarkable contrast, our results indicate that physiological
conditions that promote integrin activation, such as chemo-
kines, lead to a modest but significant subset of transiently
active and immobile a4 1 integrins on T cells, with no signifi-
cant changes in their nanoscale spatial organization. As a low
number of leukocyte integrins is involved in adhesive contacts
with their ligands, their interaction is expected to be brief and
highly dynamic, allowing effective T cell migration. In sum-
mary, our data indicate that fine-tuning and tight regulation of
o481 immobilization and spatial arrangement on the cell sur-
face are crucial processes that modulate integrin adhesiveness.

Experimental Procedures

Cells, Antibodies, and Reagents—The human Molt-4 T cell
line was cultured in RPMI 1640 medium (Lonza, Verviers, Bel-
gium) and 10% fetal bovine serum (Gibco). Control P3X63 and
anti-B1 TS2/16 mAbs were gifts from Dr. Francisco Sanchez-
Madrid (Hospital de la Princesa, Madrid, Spain), and polyclonal
anti-B1A antibodies were from Dr. Guido Tarone (Turin Uni-
versity, Italy). The clone 18 anti-B1 and HUTS-21 anti-B1
mAbs were from BD Biosciences, and the talin clone 8D4 anti-
body was from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). CXCL12 was
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purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN). Streptavi-
din-coated QD, biotin, and the secondary goat-anti-mouse
antibody conjugated to Alexa Fluor 488 were purchased from
Invitrogen. PLL and PFA were from Merck (Darmstadt,
Germany).

Flow Cytometry—For detection of high-affinity B1 by flow
cytometry, cells were stimulated for different times with
CXCL12and/or VCAM-1-Fc (R&D Systems) and fixed with 2%
PFA before adding the HUTS-21 anti-81 mAb (10 ug/ml) for
30 min at 4 °C. After washing, cells were incubated with Alexa
Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse IgG (Jackson Immu-
noResearch Laboratories). Fluorescence intensity data indicate
fold-induction values relative to those from control untreated
cells, which were given an arbitrary value of 1.

Immunoprecipitation—We essentially followed the same
methodology as described previously (37). Briefly, cell lysate
supernatants were incubated with antibodies, followed by cou-
pling to protein G-Sepharose. Proteins were separated by SDS-
PAGE and transferred to PVDF membranes that were sequen-
tially incubated with primary antibodies and horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies. Protein visualiza-
tion was achieved using Immobilon Western chemilumines-
cent substrate (Millipore, Billerica, MA).

QD-Antibody Conjugation—Streptavidin-coated QD655 was
added to an equimolar solution of biotinylated clone 18 anti-31
antibody and a 5-fold excess of free biotin to obtain a 1:1 anti-
B1-QD ratio. The mixture was then gently shaken for 2 h at
4 °C, and the concentration was finally adjusted to obtain sub-
labeling conditions (~0.5 wug/ml).

Sample Preparation for SPT—Glass coverslips (Fluorodishes,
35 mm, Menzel Glasses, Braunschweig, Germany) were coated
previously with 200 ul of PLL (10 mg/ml) for 30 min at 37 °C.
Molt-4 cells were diluted to 8 X 10°/ml in RPMI 1640 medium
and spread on PLL for 30 min. Subsequently, cells were blocked
by incubation for 15 min with 3% BSA, 2% human serum, and 20
mM glycine in PBS. 200 ul of the clone 18 anti-81-QD655 con-
jugate was then added to the cells for 3 min at room tempera-
ture, and then cells were carefully washed 5-10 times with
RPMI 1640 medium. Finally, samples were placed under an SPT
microscope, and, after recording individual trajectories for 10
min, the medium was removed, and 200 ul of the different
stimuli (either CXCL12 at 200 ng/ml, MnCl, at 0.5 mm, soluble
VCAM-1-Fc at 20 pug/ml, or combined CXCL12 and VCAM-
1-Fc) were added to samples for the following 10 min.

VCAM-1-Fc Immobilization and Sample Preparation for
SPT—100 pl of goat-human IgG F (ab”), (100 wg/ml, Jackson
ImmunoResearch Laboratories) were passively absorbed onto
the center of 35-mm glass coverslips by incubating for 60 min.
The anti-Fc-coated area was then incubated with 100 ul of
VCAM-1-Fc (20 pg/ml) for 60 min. Molt-4 cells were stretched
onto immobilized VCAM-1 substrates for 30 min. Labeling of
a4l integrins for SPT experiments and CXCL12 stimulation
was performed as described above.

Sample Preparation for Confocal and STED Imaging—
Chambered coverglasses (8 wells, Nunc Lab-TekIl, Rochester,
NY) were coated with 0.2 ml of PLL (10 mg/ml) for 30 min at
37 °C. Cells were resuspended in RPMI 1640 medium to a final
concentration of 8 X 10°/ml and attached to the bottom of
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glasses by incubation for 30 min. Subsequently, cells were incu-
bated for 2.5 min with the different soluble stimuli using the
same concentrations as for the SPT analyses. Immediately
thereafter, samples were fixed using 2% PFA and blocked for 1 h
at room temperature with 3% BSA, 2% human serum, and 20
mM glycine in PBS. Next, 150 ul of the HUTS-21 mAb (5 wg/ml)
was added at room temperature for 30 min, followed by second-
ary labeling with Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (5 ug/ml).
Finally, cells were fixed again with 2% PFA.

SPT Setup—Single QD655 tracking was performed using a
custom setup built around an inverted microscope (IX70,
Olympus) equipped with a 1.49 numerical aperture oil immer-
sion objective (Apon X 60 total internal reflection fluorescence,
Olympus). Samples were excited using a 488-nm laser (Sap-
phire 488 -150CW CDRH) in oblique illumination configura-
tion. A dichroic mirror (Semrock, FF500/646-Di01) was used to
direct the laser light onto the sample while allowing transmis-
sion of the QD fluorescence emission, which was directed onto
a CMOS camera (Hamamatsu, ORCA-Flash 4.0) after further
long-pass filtering (Semrock, BLPO1-635R-25). A custom-
made incubator built around the microscope allowed the sam-
ples to be maintained at 37 °C with 5% CO, during the measure-
ments. During a typical experiment, movies of 1000 frames
were recorded every 60 s at a frame rate of 62 Hz.

Single Trajectory Analyses—Analysis of individual trajecto-
ries was performed as described previously (16, 17). Briefly, a
particle-tracking algorithm was programmed in MatLab to
reconstruct the 2D trajectories. MSD curves were generated for
each individual trajectory and subsequently fitted from the first
to the fourth point to obtain the diffusion coefficient at short
time lags (D;_,). The full distribution of D, _, was then plotted
as a semi-log histogram containing information from multiple
trajectories on different cells. Measurements of the apparent
diffusion coefficient of quantum dots on fixed cells were used to
estimate the threshold value to define the immobile population.
The threshold was determined as the 95th percentile of the
diffusion coefficient distribution, which resulted to be D =
0.0025 pwm?/s. The fit of the first four points of the MSD aver-
aged over all the mobile trajectories was then used to calculate
the mean diffusion coefficient. In addition, CPD analysis was
performed as described earlier to quantify the diffusion of the
mobile population of integrins (16, 17, 21). In essence, the CPD
method calculates the distribution function for square dis-
placements of individual molecules at different time lags. The
best fitting of the square displacements distribution was
obtained using a two-component model and allowed us to
obtain parameters describing the diffusion and the relative con-
tribution of two different fractions (labeled slow and fast)
within the total mobile population of integrins. For both com-
ponents, MSD plots were generated and anomalous exponents
(ar) were obtained by fitting the curves with an anomalous dif-
fusion function: *(t) = I't* + A2, where r° is the MSD, I is the
transport coefficient, and A”is the square displacement at t = 0.
The slow and fast diffusion coefficients were calculated by fit-
ting the first four points of the corresponding MSD curve using
a linear model: 7*(¢) = 4Dt + A2

Confocal and STED Imaging—Both confocal and STED
superresolution images of T cells were collected with a com-
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mercial microscope (CW-STED SP-5, Leica Microsystems)
equipped with an oil immersion objective (HCX PL APO CS
X100.0, Leica) with 1.4 numerical aperture. Samples were
excited with an argon laser at 488 nm set at 25% of its power,
and their fluorescence was detected in the range of 500-580
nm. In confocal mode, images (512 X 512 pixels) were recorded
with a scanning speed of 400 Hz and averaged over 3 frames
with a line accumulation of 3 times. The STED laser beam
intensity was set to 100% of its power (~100-130 milliwatt),
and the images (1024 X 1024) were acquired with a line accu-
mulation of 6, a frame average of 6, and a scanning speed set at
1000 Hz.

Analysis of STED Images—Analysis of STED images was per-
formed by a modified version of an algorithm described previ-
ously (38) that allowed us to automatically detect isolated fluo-
rescent spots. Spots were fitted with a 2D Gaussian profile to
determine their centroid position, peak intensity, and full width
at half-maximum. Spatial proximity was quantified by deter-
mining for each spot the distance at which the nearest neighbor
was located.

Statistical Analysis—Results are displayed as mean *= S.D.
calculated from separate experiments. To determine statistical
differences between the mean of different datasets, one-way
analysis of variance was used, followed by Turkey’s multiple
comparison test (Figs. 1 and 3—6). For non-Gaussian distrib-
uted datasets, statistical differences between the means were
calculated using Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s mul-
tiple comparison test (Figs. 7B and 8). The resulting p values are
indicated as follows: ns, not significant (p > 0.05); *, p < 0.05; **,
p < 0.01; ***, p < 0.00L.
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Positive and negative regulation by SLP-76/ADAP

and Pyk2 of chemokine-stimulated T-lymphocyte

adhesion mediated by integrin 0431
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ABSTRACT Stimulation by chemokines of integrin 04f1-dependent T-lymphocyte adhesion
is a crucial step for lymphocyte trafficking. The adaptor Vav1 is required for chemokine-acti-
vated T-cell adhesion mediated by a4f1. Conceivably, proteins associating with Vav1 could
potentially modulate this adhesion. Correlating with activation by the chemokine CXCL12 of
Tlymphocyte attachment to a4f1 ligands, a transient stimulation in the association of Vav1
with SLP-76, Pyk2, and ADAP was observed. Using T-cells depleted for SLP-76, ADAP, or
Pyk2, or expressing Pyk2 kinase-inactive forms, we show that SLP-76 and ADAP stimulate
chemokine-activated, 04f1-mediated adhesion, whereas Pyk2 opposes T-cell attachment.
While CXCL12-promoted generation of high-affinity 041 is independent of SLP-76, ADAP,
and Pyk2, the strength of 04f1-VCAM-1 interaction and cell spreading on VCAM-1 are tar-
gets of regulation by these three proteins. GTPase assays, expression of activated or domi-
nant-negative Rac1, or combined ADAP and Pyk2 silencing indicated that Rac1 activation by
CXCL12 is a common mediator response in SLP-76-, ADAP-, and Pyk2-regulated cell adhe-
sion involving a4f1. Our data strongly suggest that chemokine-stimulated associations be-
tween Vav1, SLP-76, and ADAP facilitate Rac1 activation and 04p1-mediated adhesion,
whereas Pyk2 opposes this adhesion by limiting Rac1 activation.
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transient activation of a2 and a4B1 integrin function by chemo-
kines located on the endothelium and inside tissues (Luster et al.,
2005; Ley et al., 2007). Following the binding of chemokines to their
receptors, an inside-out signaling that impinges on the cytoplasmic
domains of integrins is generated (Thelen and Stein, 2008). The final
consequence of this signaling is the generation of high-affinity extra-
cellular aLB2- and 0:4B1-integrin conformations that are competent
for binding to their ligands ICAM-1 and VCAM-1, respectively, which
are expressed on lymphoid or inflamed endothelium, and also facili-
tates 041 interaction with the CS-1 region of tissue fibronectin.
While talin binding to cytoplasmic motifs on f1- and B2-integrin
subunits represents a common and central event for transmission of
inside-out signaling from chemokine receptors to generate active
a4B1 and alB2 (Moser et al., 2009b; Hogg et al., 2011; Kim et al.,
2011; Calderwood et al., 2013), important differences exist in the
molecular pattern of this signaling to either integrin. oL2-dependent
leukocyte adhesion stimulated through inside-out signaling shows a
crucial requirement for kindlin 3, another important  subunit-bind-
ing protein, and to a lesser extent for a4B1 (Malinin et al., 2009;
Manevich-Mendelson et al., 2009; Moser et al., 2009a; Svensson
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etal., 2009). Of note, the RAPL-Rap1 and Rho/Rac-phospholipase D
pathways are critical for chemokine-stimulated T-cell adhesion in-
volving alLB2, with no or lesser roles in a4p1-mediated adhesion
(Katagiri et al., 2003; Ghandour et al., 2007; Bolomini-Vittori et al.,
2009). Instead, the Vav1-Rac1 pathway is required for T-cell adhesion
involving a4B1 upon exposure to chemokines (Garcia-Bernal et al.,
2005). Vav1 is a multidomain adaptor protein that functions as a gua-
nine nucleotide exchange factor (GEF) predominantly for the Rac1
GTPase (Bustelo, 2000; Turner and Billadeau, 2002; Tybulewicz,
2005). In T-cells, chemokine-induced, ZAP-70-dependent Vav1 tyro-
sine phosphorylation and Vav1 dissociation from talin represent an
important event involved in 04B1 activation and in adhesion
strengthening mediated by this integrin (Garcia-Bernal et al., 2009).

Vav1 binds key molecules involved in T-lymphocyte activation,
such as SLP-76 and Pyk2 (Tuosto et al., 1996; Wu et al., 1996;
Katagiri et al., 2000; Gismondi et al., 2003). SLP-76 is an adaptor
molecule that is essential for T-cell activation and actin reorganiza-
tion following T-cell receptor (TCR) stimulation (Koretzky et al.,
2006). On TCR activation, ZAP-70-mediated phosphorylation of
SLP-76 on N-terminal tyrosine residues allows its binding to the SH2
domain of Vav1 (Tuosto et al., 1996; Wu et al., 1996; Raab et al.,
1997), whereas the C-terminal SH2 domain of SLP-76 interacts with
several tyrosines on ADAP (da Silva et al., 1997; Musci et al., 1997;
Geng et al.,, 1999; Boerth et al., 2000), a key molecule that also
regulates T-cell activation (Griffiths and Penninger, 2002).

Pyk2 is a non receptor tyrosine kinase that is homologous to FAK
(Avraham et al., 1995; Lev et al., 1995; Sasaki et al., 1995) and is
activated following TCR stimulation and cell exposure to chemoat-
tractants (Dikic et al., 1996; Davis et al., 1997, Ganju et al., 1997;
Qian et al., 1997). Early data showed that Pyk2 is capable of associ-
ating with Vav1 in T and NK cells (Katagiri et al., 2000; Gismondi
etal., 2003; Gao and Blystone, 2009). There are three Pyk2 isoforms
of 110 kDa, 105 kDa, and a third species called PRNK (Pyk2-related
nonkinase) that only contains 238 amino acids from the C-terminus
and lacks the catalytic and N-terminal regions (Xiong et al., 1998;
Ivankovic-Dikic et al., 2000). A Tyr-402 residue is a target of Pyk2
autophosphorylation, which in turns recruits and activates Src
kinases, leading to Src-dependent phosphorylation of several tyro-
sine residues on Pyk2 (Dikic et al., 1996; Li et al., 1999; Avraham
et al., 2000).

The role of SLP-76, ADAP, and Pyk2 in integrin-mediated T-lym-
phocyte adhesion has been mostly studied in TCR-activated cells.
Thus SLP-76 mediates aLB2-dependent T-cell adhesion in response
to TCR stimulation (Baker et al., 2009; Horn et al., 2009). In addition,
it has been demonstrated that ADAP is required for TCR-stimulated
cell adhesion mediated by B1 and B2 integrins (Griffiths et al., 2001;
Peterson et al., 2001), a process regulated by an ADAP/SKAP-55
signaling module (Wang et al., 2003, 2007; Kliche et al., 2006). As
for Pyk2, its tyrosine phosphorylation as a consequence of integrin-
dependent outside-in signaling was earlier demonstrated (Li et al.,
1996, van Seventer et al., 1998; Zheng et al., 1998), and it was
shown that Pyk2 regulates TCR-stimulated, LFA-1-dependent CD8*
cell adhesion (Beinke et al., 2010).

Little is known on the potential involvement of SLP-76 and Pyk2,
as well as of ADAP, in chemokine-stimulated T-cell adhesion depen-
dent on integrins. For instance, SLP-76 is required for optimal
T-lymphocyte arrest on ICAM-1 under flow conditions (Lee et al.,
2012). In addition, it has been recently shown that CCR7-mediated
olLB2 functions in T-cells are regulated by two independent ADAP/
SKAP55 modules (Kliche et al., 2012). The integrin a4f1 is espe-
cially involved in chemokine-stimulated T-lymphocyte trafficking to
sites of inflammation, with lesser roles in cell migration to lymphoid
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tissues (Berlin-Rufenach et al., 1999), thus highlighting the structural
and functional differences between 041 and alL 2. The role of SLP-
76, ADAP, and Pyk2 in chemokine-activated T-cell adhesion medi-
ated by 04B1 has not yet been addressed. In the present work, we
have studied the potential involvement of these signaling molecules
in T-lymphocyte adhesion dependent on 04p1.

RESULTS

Role of SLP-76, ADAP, and Pyk2 on chemokine-activated
T-cell adhesion mediated by 041

Coimmunoprecipitation analyses using anti—SLP-76 monoclonal an-
tibody (mAb) revealed that CXCL12 stimulates a transient increase
in SLP-76 association with Vav1 and ADAP (Figure 1A). In agreement
with previous work (Fischer et al., 1998), talin was found in anti—SLP-
76 immunoprecipitates, and CXCL12 also up-regulated this associa-
tion. No B1-integrin subunit was found in anti-SLP-76 immunopre-
cipitates (unpublished data). Cell fractionation experiments showed
that SLP-76 is mainly found on the membrane-associated fraction,
and its localization was not altered by CXCL12 (Supplemental Figure
S1A). Instead, ADAP mostly displayed a cytosolic localization in
nonstimulated cells, but it was rapidly and transiently recruited to
the membrane following incubation with CXCL12, coincident with
the stimulation by this chemokine of SLP-76-ADAP association.

To study potential connections between SLP-76 and ADAP in
chemokine-activated T-cell adhesion involving 0481, we knocked
them down using RNA interference in Molt-4 and peripheral blood
T-lymphocytes (PBL-T). SLP-76 was depleted with a pool of SLP-76
small interfering RNA (siRNA; see Materials and Methods), whereas
ADAP was found to be more efficiently silenced by ADAP-2 than
ADAP-1 siRNA (Figure 1B), and we therefore used ADAP-2 siRNA to
carry out the subsequent functional assays. Control experiments indi-
cated that SLP-76 or ADAP depletion did not affect cell viability or the
expression of CXCR4, 04 or B1 (unpublished data). ADAP knocking
down did not alter the coprecipitation between Vav1 and SLP-76 in
nonstimulated cells (t=0), but their increased association in CXCL12-
incubated cells was delayed and of smaller magnitude (Figure 1C),
suggesting that a critical level of ADAP expression and/or its localiza-
tion was needed for enhanced Vav1-SLP-76 association.

Previous data showed that the kinase Pyk2 binds to the SH3 do-
main of Vav1 in Jurkat T-cells (Katagiri et al., 2000). Likewise, Vav1
associated with Pyk2 in Molt-4 cells, and CXCL12 triggered a tran-
sient increase in Vav1-Pyk2 binding (Figure 1D, top, and Supple-
mental Figure S1B), in line with previous findings (Okabe et al.,
2005). In addition, low amounts of SLP-76 were also detected in
anti-Pyk2 immunoprecipitates. ADAP was minimally detected only
in Pyk2 immunoprecipitates from cells not exposed to CXCL12 (un-
published data). Furthermore, we found that Vav1-Pyk2 coimmuno-
precipitation was independent of SLP-76 or ADAP, as this associa-
tion was similarly detected in control, SLP-76 (Supplemental Figure
S1C, left), or ADAP siRNA transfectants (unpublished data). Interest-
ingly, antibodies to talin, an additional Vav1 binding partner (Fischer
etal., 1998; Garcia-Bernal et al., 2009), coprecipitated Pyk2 in addi-
tion to Vav1 in Molt-4 and PBL-T (Figure 1D, bottom). Supporting
the specificity of talin-Pyk2 assembly, talin-Pyk2 coprecipitation was
diminished in Pyk2 knockdown cells (Figure 1, E and F). Whether
Pyk2 directly binds to talin, as in FAK-talin interaction (Mitra et al.,
2005), or indirectly through its association with Vav1 has not been
addressed in the present study. In addition, Pyk2 knocking down did
not significantly alter Vav1-talin association or CXCL12-promoted
Vav1-talin dissociation (Figure 1G), an event contributing to the ini-
tial steps of 04B1-mediated T-cell adhesion (Garcia-Bernal et al.,
2009). Moreover, Vav1 and SLP-76 (Supplemental Figure S1C, right)
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and SLP-76-talin (unpublished data) interactions were not altered
following Pyk2 silencing. We also observed that Pyk2-depleted cells
had similar Erk1/2 MAP kinase activation at early time points follow-
ing stimulation with CXCL12, but this activation was defective at the
longest times tested (Supplemental Figure S1D). Instead, CXCL12-
promoted Akt stimulation was not altered in Pyk2-knockdown
transfectants.

We next tested SLP-76—, ADAP-, and Pyk2-depleted T-cells in
o4p1-mediated static cell adhesion assays. As chemokine-up-reg-
ulated T-cell attachment is rapid and transient (Grabovsky et al.,
2000), the adhesion assays to a4f1 ligands coimmobilized with
chemokines were performed using short incubation times (2 min)
upon a brief cell centrifugation (15 s) to place cells immediately in
contact with ligands. Under these conditions, we observed that
SLP-76—depleted Molt-4 and PBL-T had modest reductions in ad-
hesion to FN-H89 (CS-1/FN), whereas their attachment to VCAM-1
displayed small but nonsignificant decreases compared with con-
trol siRNA transfectants (Figure 2A). Similarly, SLP-76-deficient J14
cells displayed chemokine-promoted adhesion to VCAM-1 com-
parable with parental Jurkat cells, whereas activated adhesiveness
of Lck-deficient JCaM1.6 cells was fully abrogated (Figure 2B),
consistent with previous data (Feigelson et al., 2001). ADAP deple-
tion generally affected to a higher degree the stimulation of 0.4B1-
dependent T-cell attachment compared with SLP-76 knocking
down (Figure 2A). In addition, ADAP-depleted Molt-4 cells exhib-
ited a substantial inhibition of CXCL12-triggered, 04f31-mediated
migration across tumor necrosis factor o~treated HUVEC monolay-
ers under static conditions (Supplemental Figure S2), whereas
transfectants knocked down for SLP-76 (Supplemental Figure S2)
and J14 cells (unpublished data) displayed partial impairments in
migration.

Of note, Pyk2 knocking down resulted in significant increases in
chemokine-triggered T-cell adhesion to both FN-H89 and VCAM-1
relative to control siRNA transfectants (Figure 2A). Instead, we were
unable to detect alterations in attachment to ICAM-1 with CXCL12-
incubated, Pyk2-silenced cells (Figure 2C), in line with previous re-
sults using Pyk27~ T-cells exposed to standard doses of anti-CD3
antibodies (Beinke et al., 2010). Moreover, overexpression of PRNK,
a Pyk2 C-terminal region isoform that lacks the kinase domain
(Xiong et al., 1998) and inhibits the endogenous Pyk2 kinase activity,
led to up-regulation of 04B1-dependent attachment of nonstimu-
lated T-cells, which achieved a further enhancement in the presence
of CXCL12 (Figure 2D). In support of an involvement of Pyk2 kinase
activity in the regulation of 04f1-mediated T-cell adhesion, we
found that the expression of the Pyk2-K457A kinase—-inactive mutant
(Katagiri et al., 2000) resulted in a remarkable increase in cell attach-
ment to VCAM-1 (Figure 2E). Instead, mutation at the Tyr-402 Pyk2
autophosphorylation site (Pyk2-Y402F) did not alter this adhesion.
We were unable to use transfectants overexpressing wild-type Pyk2
in the adhesion assays, as they displayed a high degree of cell death
(unpublished data), consistent with previously reported data (Xiong
and Parsons, 1997).

Next we carried out adhesion assays under flow conditions us-
ing SLP-76—, ADAP-, or Pyk2-depleted T-cells, measuring the cells
that rapidly (< 20 s) and stably adhere under a shear stress of
1 dyne/cm? to VCAM-1 coimmobilized with CXCL12. Results re-
vealed that Molt-4 and PBL-T knocked down for SLP-76 or ADAP
have a decrease (40-75%) in stable cell arrest on VCAM-1/CXCL12
compared with control siRNA transfectants (Figure 3A). Confirming
the involvement of SLP-76, J14 cells also displayed a significant re-
duction in cell arrest relative to parental Jurkat cells (Figure 3A).
Therefore the contribution of SLP-76 in chemokine-stimulated
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lymphocyte adhesion to VCAM-1 is especially relevant under shear
stress but hardly seen in static conditions, similar to what has been
reported in CXCL12-up-regulated, alB2-dependent adhesion to
ICAM-1 of J14 and SLP-76—depleted cells (Horn et al., 2009; Lee
et al., 2012). Contrary to SLP-76 and ADAP silencing, Pyk2 knock-
down transfectants showed stronger cell arrest than control siRNA
transfectants (Figure 3A). Control experiments indicated that adhe-
sion was abolished by pretreating cells with pertussis toxin (PTx;
unpublished data).

Generation of a4p1 high-affinity conformations upon
CXCL12 stimulation is independent of SLP-76, ADAP,

or Pyk2 activities

Changes in adhesion to VCAM-1 following SLP-76, ADAP, or Pyk2
depletion could arise from altered acquisition of integrin high-
affinity conformations. We used HUTS-21, a reporter mAb that rec-
ognizes a P1l-integrin activation epitope, to analyze whether
knockdown of these proteins affects the affinity of a4f1. Chemo-
kine-incubated SLP-76—, ADAP-, or Pyk2-depleted cells, as well as
PRNK transfectants, showed no gross alterations in HUTS-21 bind-
ing (Figure 3, B and C). Control experiments revealed that all trans-
fectants retained similar degrees of HUTS-21 mAb binding upon
exposure to Mn2* (Figure 3, B and C), a positive control for integ-
rin-affinity regulation. These results indicate that chemokine-stimu-
lated high-affinity 04B1 does not require SLP-76, ADAP, or Pyk2
functions.

To further examine a potential involvement of these three pro-
teins in early steps of CXCL12-stimulated, a4B1-dependent cell ad-
hesion, we used VCAM-1-Fc in soluble binding assays to determine
the efficiency of a4 1-VCAM-1 interaction without the subsequent
cell spreading step. Using short-incubation conditions to obtain a
two- to threefold induction in VCAM-1-Fc binding (20-s stimulation
with CXCL12 followed by 75-s incubation with VCAM-1-Fc; Garcia-
Bernal et al., 2005), we observed similar VCAM-1-Fc binding to SLP-
76—, ADAP-, or Pyk2-depleted cells relative to control siRNA trans-
fectants (Figure 3D, left), which was inhibited by 80% by PTx
(unpublished data). When we tested longer incubations with VCAM-
1-Fc, we observed that while control and ADAP siRNA transfectants
(Figure 3D, right) and SLP-76 knockdown cells (unpublished data)
have maximal interaction with VCAM-1 between 2 and 3 min, after
which binding decreases, Pyk2-depleted cells displayed a consis-
tent sustainment of a4f31-VCAM-1-Fc interaction that was inhibited
by PTx. All transfectants displayed comparable VCAM-1-Fc binding
upon exposure to Mn?* (unpublished data). These results suggest
that Pyk2 silencing allows a Goy-dependent sustained signaling to
regulate 04f1 avidity, which likely contributes to maintaining a4 1-
VCAM-1 interaction.

Role of SLP-76, ADAP, and Pyk2 in adhesion strengthening
and spreading mediated by 041
To analyze the 04B1-dependent adhesion strength of transfectants
depleted for SLP-76, ADAP, or Pyk2, we subjected cells that had
been attached to VCAM-1/CXCL12 at 1 dyne/cm? to detachment at
sequential increases of shear stress. ADAP- and SLP-76-depleted
PBL-T and Molt-4 transfectants, as well as J14 cells, were found to
develop lower resistance to detachment at high shear stress than
control siRNA transfectants, although ADAP silencing consistently
led to higher detachment rates than SLP-76 knockdown (Figure 4, A
and B). Instead, Pyk2-depleted T-cells exhibited higher resistance to
detachment than control siRNA transfectants (Figure 4A).

In the adhesion process, cells undergo spreading after the
strengthening of the adhesion. Both SLP-76- and ADAP-knockdown
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Western blotting for PRNK expression (left)
or in adhesion assays (middle and right)
(n=4). (E) Cells were transfected with control
GFP vector or with the indicated GFP-fused
Pyk2 mutants, and transfectants were
subjected to immunoblotting or to adhesion
assays (n = 4). Adhesions were significantly
inhibited (***, p < 0.001; **, p < 0.01;

*, p < 0.05) or significantly stimulated

(444, p < 0.001; 44, p < 0.01; 4, p <0.05)

(n.s., nonsignificant).

FIGURE 1: Chemokine-stimulated associations between Vav1, SLP-76, ADAP, and Pyk2. (A) Left, Molt-4 T-cells
incubated for the indicated times with CXCL12 were subjected to immunoprecipitation with anti-SLP-76 followed by
immunoblotting with antibodies to the indicated proteins. Right, bars represent densitometric quantification of gel
bands showing the mean + SD of six independent experiments (*44, p < 0.001; 4, p < 0.01; 4, p < 0.05). (B) Top, cells
were transfected with SLP-76, ADAP, or control siRNA, and expression of SLP-76 and ADAP was analyzed by

immunoblotting. Control loading is shown by blotting with anti-B-actin antibodies. Bottom, densitometric quantification
of gel bands showing the mean + SD of four (Molt-4) or three (PBL-T) independent experiments. (C) CXCL12-incubated
control or ADAP siRNA Molt-4 transfectants were assayed by immunoprecipitation with anti-Vav1 antibodies, followed
by immunoblotting with antibodies to the proteins shown (*2, p < 0.01; 2, p <0.05). (D) Cells were incubated in the
absence or presence of CXCL12, and subsequently subjected to immunoprecipitation and Western blotting. (E) Left,
Cells were transfected with Pyk2 or control siRNA, and transfectants were assayed by Western blotting at the indicated
times. Right, densitometric analyses of gel bands showing the mean * SD of three independent experiments.

(F and G) Control or Pyk2 siRNA transfectants were subjected to immunoprecipitation with anti-talin antibodies,
followed by immunoblotting with antibodies to the shown proteins. Talin-Vav1 coprecipitation was significantly
diminished (**, p < 0.001; *, p < 0.05; n=4).
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in response to CXCL12, whereas phosphor-
ylation was not affected in ADAP-depleted
cells (Figure 5E). Again, Pyk2-silenced PBL-T
exhibited CXCL12-stimulated Vav1 tyrosine
phosphorylation but of lower magnitude
and less maintained than control siRNA
transfectants (Figure 5E).

Next we tested the relevance of the defi-
cient Rac activation shown by SLP-76- and
ADAP-deficient T-cells on their impaired ad-
hesion. For this, we transfected green fluo-
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- CXCL12. Flow-chamber adhesion assays re-
vealed that the reduction in stable adhesion
shown by J14-GFP cells relative to parental
Jurkat-GFP was significantly rescued upon
expression of GFP-Rac V12 (Figure 6A). Like-
wise, GFP-Rac V12 expression reversed the
inhibitory effects of ADAP siRNA transfec-
tion on the stimulation of cell adhesion to
VCAM-1/CXCL12 (Figure 6B). Moreover, the
up-regulated adhesion to VCAM-1/CXCL12
shown by Pyk2-knockdown Molt-4 and PBL-
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FIGURE 3: Flow-chamber adhesion assays and determination of high-affinity 0431 expression in
SLP-76—, ADAP-, or Pyk2-depleted T-cells. (A) Control, SLP-76, ADAP, or Pyk2 siRNA
transfectants or Jurkat or J14 cells were perfused in flow chambers coated with VCAM-1
coimmobilized with CXCL12 and analyzed for rolling and stable cell arrest (n = 3-4). Data are
presented as mean + SD of cell percentages from the total cell population. Adhesions were
significantly inhibited or stimulated in comparison with those of control siRNA transfectants or
parental Jurkat cells, *p < 0.05 or 2p < 0.05, respectively. (B and C) The indicated siRNA Molt-4
transfectants or cells transfected with PRNK or empty vector were tested by flow cytometry for
HUTS-21 mAb binding after stimulation with CXCL12 or Mn?*. (D) Following exposure to
CXCL12 for 20 s, transfectants were analyzed by flow cytometry for VCAM-1-Fc binding after
the indicated times. PTx denotes cells preincubated with pertussis toxin.

of CXCL12-stimulated Rac activation (Figure 5B). Furthermore, inhibi-
tion of Rac activation in SLP-76— and ADAP-knockdown transfectants
was associated with impaired stimulation by CXCL12 of F-actin po-
lymerization (Supplemental Figure S3A). In contrast, Pyk2 silencing
led to a more sustained Rac1 activation and F-actin polymerization
than control transfectants (Figure 5C and Supplemental Figure S3B).

Chemokine-stimulated Rac1 activation in T-cells was previously
shown to involve Vav1 tyrosine phosphorylation (Garcia-Bernal
et al., 2005). In SLP-76-silenced cells, impaired Rac1 activation was
associated with a lower degree and less maintained chemokine-
promoted Vav1 tyrosine phosphorylation compared with control
siRNA transfectants, whereas no gross alterations in Vav1 phosphor-
ylation were detected in ADAP-depleted cells (Figure 5D), similar to
the unaltered Vav1 phosphorylation in ADAP knockout mice (Reyn-
olds et al., 2002). Furthermore, the CXCL12-triggered enhancement
in Rac1 activation seen in Pyk2-silenced transfectants did not corre-
late with higher Vav1 tyrosine phosphorylation than control counter-
parts, and this phosphorylation generally displayed lower intensity
compared with control transfectants (Figure 5D). Similar to Molt-4
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T transfectants was partially reversed when
dominant-negative, GFP-fused Rac1 (GFP-
Rac N17) was transfected together with Pyk2
siRNA (Figure 6, C and D). These results
strongly suggest that altered Racl activa-
tion in SLP-76—, ADAP-, or Pyk2-knockdown
T-cells represents an important mechanism
mediating their changes in chemokine-stim-
ulated, a4B1-dependent cell adhesion.

As the adhesion data indicate that T-cell
attachment involving a4B1 is especially al-
tered upon knocking down ADAP or Pyk2,
we next analyzed the effect of their combined
depletion on cell adhesion to VCAM-1. Results revealed that the inef-
ficient stimulation of adhesion displayed by ADAP-silenced cells
could be rescued by Pyk2 siRNA cotransfection, although the dou-
ble-knockdown transfectants did not reach the adhesion values ex-
hibited by cells transfected with Pyk2 siRNA alone (Figure 7A). In
addition, the up-regulated cell attachment following Pyk2 silencing
was not detected when both SLP-76 and Pyk2 were knocked down
(Figure 7B), suggesting that cooperative responses between ADAP
and SLP-76 exist during their positive regulation of a4B1-dependent
T-cell adhesion. Similar to ADAP-Pyk2 siRNA cotransfection, PRNK
transfection together with ADAP siRNA led to a recovery of adhesion
to VCAM-1/CXCL12 (Figure 7C). Notably, the rescue in adhesion
shown by cells knocked down for both ADAP and Pyk2 correlated
with longer, sustained Rac1 activation in these transfectants (Figure
7D). The small decrease in activation of Rac at early time points might
reflect initial inhibition due to ADAP depletion that is later recovered
by siPyk2 silencing. These results suggest that the stimulatory actions
of ADAP and the inhibitory activity of Pyk2 during CXCL12-activated
adhesion mediated by 0431 are connected through Rac1.

Molecular Biology of the Cell
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FIGURE 4: Analyses of T-cell adhesion strengthening and spreading on VCAM-1. The indicated siRNA transfectants

(A) or Jurkat and J14 cells (B), preattached onto coimmobilized VCAM-1 and CXCL12 in flow chambers, were subjected
to cell detachment after sequential increases of shear stress. Data show mean + SD of cell percentages from the initial
number of bound cells remaining attached at the indicated shear stresses (A, n=4; B, n= 3). (C) Molt-4 and PBL-T were
transfected with the indicated siRNA or vectors, and transfectants were allowed to attach to VCAM-1 immobilized with
CXCL12. Spreading was evaluated from Nomarski images at the indicated times. Percentage of cell spreading was
determined from cells (2500-3000) from different fields of view. Spreading was significantly inhibited (**, p < 0.01;

*, p < 0.05) or stimulated (4, p < 0.05) compared with control siRNA or mock transfectants (n = 3). n.s., nonsignificant.

DISCUSSION

Vav1 is needed for chemokine-stimulated T-cell adhesion involving
0o4B1 (Garcia-Bernal et al., 2005, 2009), and thus it is conceivable
that Vav1-binding proteins such as SLP-76 and Pyk2 could modu-
late this process. Using Molt-4 and primary human PBL-T depleted
for SLP-76 or for ADAP, an SLP-76—interacting partner, as well as
SLP-76—deficient J14 cells, we show here that these two proteins
contribute to optimal stimulation by CXCL12 of a4p1-mediated
T-cell attachment under flow conditions. Instead, Pyk2 negatively
regulates this adhesion, as its depletion or expression of kinase-
inactive Pyk2 forms led to increased cell attachment. Of note, mod-
ulation of cell adhesion by SLP-76, ADAP, and Pyk2 correlated with
a chemokine-stimulated transient increase in association of these

Volume 26 September 15, 2015

proteins with Vav1, strongly suggesting that the dynamics of this
protein module can regulate the extent of a4p1-mediated T-cell
attachment.

Alterations in adhesion to 041 ligands exhibited by SLP-76-,
ADAP-, or Pyk2-depleted cells were independent of changes in
adf1 affinity following CXCL12 stimulation. Rather, flow-chamber
adhesion assays revealed that the strengthening of 04p 1-dependent
attachment was regulated by SLP-76 and ADAP, though the strength
of ADAP-knockdown transfectant attachment was consistently lower
than SLP-76-depleted counterparts. Moreover, we show that
spreading on VCAM-1/CXCL12 was similarly decreased in T-cells
silenced for SLP-76 and ADAP. Compared with the absolute require-
ment of talin and Vav1 in the control of a4B1 affinity and strength of

Control of a4p1-mediated cell adhesion | 3221
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immunoprecipitation and Western blotting. Vav1 tyrosine phosphorylation was significantly up-regulated compared
with untreated cells (**, p < 0.01; 4, p < 0.05; D, n= 6; E, left, n=2; E, right, n=3).
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chemokine-activated T-cell attachment (Garcia-Bernal et al., 2006,
2009; Manevich et al., 2007), the contribution of SLP-76 and ADAP
in these processes appears to be of lesser magnitude. However,
both adaptors are clearly needed to achieve optimal stability of this
adhesion.

VCAM-1-Fc soluble binding to Pyk2-silenced cells was main-
tained longer than with control transfectants, suggesting that Pyk2
can regulate the avidity of a4f1. Sustained VCAM-1 binding likely
represents one of the mechanisms accounting for the stronger cell
arrest and resistance to detachment under shear stress shown by
Pyk2-knockdown cells relative to control counterparts. Associated
with increased strength of attachment to VCAM-1/CXCL12 exhib-
ited by Pyk2-depleted cells, they displayed enhanced spreading,
an observation in line with previous results showing high spread-
ing correlating with defective cell detachment of Pyk27~ macro-
phages (Okigaki et al., 2003). Therefore our data indicate that
Pyk2 negatively regulates the strength and spreading phases of
chemokine-activated T-cell attachment involving 04B1.

Our previous results revealed that Vav1-mediated Rac1 activa-
tion in response to CXCL12 in T-cells represents an important
event for strengthening of a4B1-VCAM-1 interaction, as well as for
cell spreading (Garcia-Bernal et al., 2005). The present data indi-
cate that Racl1 is a common mediator of SLP-76-, ADAP-, and
Pyk2-modulated T-cell adhesion to o4B1 ligands. Thus SLP-76
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and ADAP likely function as adaptors with Vav1 to optimize che-
mokine-promoted Rac activation and stimulation of 04B1-
dependent cell adhesion. Instead, Pyk2 restricts this attachment
by limiting Rac activation. As knocking down any of these three
proteins influences the outcome of Rac activation, the data
strongly suggest that depletion-mediated changes in the compo-
sition of the complex formed by Vav1, SLP-76, ADAP, and Pyk2
could account for alterations in Rac activation. In this regard, we
show that knocking down ADAP delays Vav1-SLP-76 association
and impairs Rac activation in response to CXCL12, suggesting that
the Vav1-SLP-76-ADAP module facilitates Rac1 activation upon
chemokine stimulation and optimizes the strength and spreading
of a4p1-mediated T-cell adhesion. On this point, SLP-76 assembly
with Vav1 and Nck contributes to TCR-stimulated Rac1 activation
(Bubeck Wardenburg et al., 1998; Barda-Saad et al., 2010), and
importantly, ADAP associates with these complexes together with
WASP (Krause et al., 2000; Coppolino et al., 2001) and cooperates
with Nck in the recruitment of SLP-76 for regulation of Rho
GTPase-mediated actin rearrangement (Pauker et al, 2011).
Earlier results reported that SLP-76 depletion in Jurkat cells did
not affect the CXCL12-stimulated Rac1 activation (Horn et al.,
2009). The basis for the discrepancies between these results and
our observation of inefficient Rac1 activation by CXCL12 in SLP-
76—-deficient cells is not known at present.

Molecular Biology of the Cell



Characterization of the mechanics of Pyk2-regulated, 04p1-
mediated cell attachment reveals that the Pyk2 kinase domain
negatively controls this adhesion. Thus expression of PRNK, which
lacks the Pyk2 kinase domain, as well as of a point mutant, kinase-
inactive Pyk2 form, mimicked the effects of Pyk2 depletion on the
increase in a4B1-mediated attachment, strongly suggesting that
Pyk2-dependent tyrosine phosphorylation activity in T-cells con-
tributes to keep Racl activation levels under control. Of note,
negative regulation of Rac activation and cell adhesion to VCAM-1
by Pyk2 directly opposed the stimulatory activity of ADAP in these
processes, as detected in cells silenced for both proteins. In this
experimental setting, the absence of Pyk2 might rescue the activa-
tion of Rac1 concurrent with the inhibitory effects of ADAP knock-
down, leading to stimulation of adhesion to VCAM-1, but we can-
not exclude that recovery of these activities occurs subsequent to
the negative actions of ADAP depletion. Our data are in line with
early work proposing that Pyk2 regulates Rac1 activation (Tokiwa
et al., 1996) and with results showing that macrophages from mice
knocked out for the Pyk2 closely related kinase FAK have elevated
Rac activation (Owen et al., 2007). However, the level of activation
of this GTPase based on Pyk2 activity might be cell-context de-
pendent (Chapman and Houtman, 2014), as NK cells expressing a
kinase-dead Pyk2 displayed reduced Rac activation (Gismondli
et al., 2003).

CXCL12 promotes tyrosine phosphorylation of Vav1 associated
with Rac1 activation and stimulation of 04p1-mediated T-cell adhe-
sion (Garcia-Bernal et al., 2005). Inefficient phosphorylation of Vav1
in response to CXCL12 in SLP-76-depleted T-cells correlated with
their impaired Rac activation, whereas ADAP-knockdown cells dis-
played fully competent chemokine-promoted phosphorylation of
this GEF, in spite of their defective Rac activation. These results
might reflect the fact that ADAP does not directly interact with Vav1
but associates with the Vav1-SLP-76 module, possibly in a SLP-76—
dependent manner. Interestingly, the increased Rac activation fol-
lowing CXCL12 stimulation in Pyk2-silenced cells was not coupled
with enhanced Vav1 phosphorylation, but rather phosphorylation

FIGURE 8: Model for regulation by Vav1-associated proteins of chemokine-stimulated,
04B1-dependent T-cell adhesion. Rac1 activation by CXCL12 is a well-known event for
stimulation of the adhesion strength and spreading mediated by 04B1 in T-cells. A transient
complex formed by Vav1, SLP-76, ADAP, and Pyk2 regulates this adhesion. While Vav1-SLP-76-
ADAP stimulates chemokine-promoted Rac1 activation (green arrow), the presence of Pyk2 in
the complex opposes this activation (red blocking symbol). The result of these opposing actions
is a net Rac activation and up-regulation of T-cell adhesion strengthening and spreading
dependent on 04f1. Talin can also be found in this complex, perhaps as an independent pool
from B1-associated talin. Its role in the assembly and function of this complex has not been

addressed in the present study.
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was not as efficient as in control transfectants. These data reveal that
SLP-76 and Pyk2 but not ADAP contribute to optimal Vav1 tyrosine
phosphorylation in T-cells in response to CXCL12, and indicate that
net Rac activation is the result of Vav1-dependent and Vav1-inde-
pendent mechanisms. It remains puzzling that inefficient Vav1 phos-
phorylation in SLP-76— and Pyk2-depleted T-cells led to opposite
effects on Rac activation. The molecular basis underlying these dis-
tinct responses is not known at present. SLP-76 and Pyk2 knock-
down might similarly affect recruitment and/or activity of tyrosine
kinases involved in Vav1 tyrosine phosphorylation, such as ZAP-70
and Lck (Gulbins et al., 1993; Ottoson et al., 2001). But it is also clear
that the subsequent Rac activation is differentially regulated and
likely involves distinct GEFs and GTPase-activating proteins (GAPs).
GEFs and GAPs that are known to regulate CXCL12-stimulated
Rac activation and o4B1-mediated T-cell adhesion include the
GEF DOCK2 and the GAP B-chimerin. Of note, lymphocytes
from DOCK2 knockout mice display minimal chemokine-induced
Rac activation compared with control cells (Fukui et al., 2001).
Furthermore, we showed that DOCK2 cooperates with Vav1 for
CXCL12-promoted Rac activation, and its silencing inhibits T-cell at-
tachment mediated by a4B1 under flow conditions (Garcia-Bernal
et al., 2006). Instead, B-chimerin overexpression in T-cells results in
impaired Rac activation in response to CXCL12 associated with inhi-
bition of a4B1-dependent T-cell adhesion (Siliceo et al., 2006).
Although it has not yet been tested, the possibility exists that
DOCK2 and B-chimerin might be recruited to the Vav1-Pyk2-SLP-
76-ADAP module, thus contributing to the regulation of Rac activity
and subsequent cell attachment mediated by a4B1. Other GEFs
and GAPs expressed on T-lymphocytes that are known to regulate
Rac activation include PlekhG2, Pix, and ArhGAP15 (Seoh et al.,
2003; Phee et al., 2005; Runne and Chen, 2013), though their role in
the control of 04B1-dependent T-cell adhesion has not been
addressed.

SKAP-55 is an additional molecule that could modulate ADAP-
controlled T-cell attachment to 041 ligands following chemokine
stimulation. Thus ADAP binds SKAP-55, an adaptor protein that
mediates up-regulation of T-cell adhesion to
ICAM-1 and fibronectin upon TCR activa-
tion (Marie-Cardine et al., 1998; Wang et al.,
2003, 2007). The ADAP-SKAP-55 module
interacts with RIAM through SKAP-55, facili-
tating TCR-mediated integrin activation
(Kliche et al., 2006; Menasche et al., 2007;
Horn et al., 2009). Furthermore, indepen-
dent ADAP-SKAP-55 modules regulate
CCR7-mediated alB2 functions in T-cells
(Kliche et al., 2012), and recent data indicate
that ADAP can also bind talin and kindlin to
promote integrin-ollbB3 activation and fi-
brinogen binding (Kasirer-Friede et al.,
2014) Whether the ADAP-SKAP-55 associa-
tion contributes to chemokine-stimulated
Rac activation and T-cell adhesion involving
041 is currently unknown.

A model can be proposed from the
present results (Figure 8). The net Rac1 acti-
vation levels needed to develop sufficient
adhesion strength and cell spreading medi-
ated by 041 are possibly the result of op-
posing activities inside the Vav1-SLP-76-
ADAP-Pyk2 module. Thus Pyk2 kinase
activity would oppose the Rac1 activation

Stimulation of
04p1-dependent
T cell adhesion

strengthening
and spreading
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stimulated by Vav1-SLP-76-ADAP and possibly additional costimu-
latory molecules, potentially by activating a GAP or by inhibiting a
GEF for Rac1. Talin can also be found in this protein module, but its
role in the stability and function of the complex and whether it rep-
resents a different pool from B1-associated talin has not been ad-
dressed here. Furthermore, the present data, together with our
previous results (Garcia-Bernal et al., 2009), raise the possibility that
separate pools of SLP-76 with either Vav1 or talin might exist. Our
data should add molecular mechanistic insights into the process of
chemokine-stimulated T-cell adhesion mediated by a4B1, a key
step during T-lymphocyte trafficking to sites of inflammation.

MATERIALS AND METHODS

Cells, antibodies, and reagents

The human Molt-4 and Jurkat T-cell lines were cultured in RPMI
1640 medium (Lonza, Verviers, Belgium) and 10% fetal bovine se-
rum (Life Technologies, Paisley, UK) (complete medium). The Jur-
kat-derived cell lines JCaM1.6 (American Type Culture Collection)
and J14 (a gift from Arthur Weiss, University of California, San
Francisco, CA) were grown in complete medium. Peripheral blood
T-lymphocytes (PBL-T) were prepared as previously described
(Garcia-Bernal et al., 2005). The Consejo Superior de Investigacio-
nes Cientificas Ethics Committee (Madrid, Spain) approved the
protocols used to obtain and process the human blood samples.
Control P3x63 and anti-B1 TS2/16 mAb were gifts from Francisco
Séanchez-Madrid (Hospital de la Princesa, Madrid, Spain), and poly-
clonal anti-B1A antibodies were from Guido Tarone (Turin Univer-
sity, Italy). Antibodies to SLP-76 and Vav1 (C14) were from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), anti-phospho-Vav (Y174;
ab47282) was from Abcam (Cambridge, MA), anti-Rac1 and anti-
ADAP were from BD Biosciences (San Diego, CA), and anti-GFP
was from Molecular Probes (Eugene, OR). Antibodies to B-actin,
vinculin, and talin clone 8D4 were from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO), and antibody to Pyk2 was from Millipore (Billerica, MA).
The HUTS-21 anti-B1 mAb has been previously characterized
(Luque et al., 1996). CXCL12 was purchased from R&D Systems
(Minneapolis, MN) and CCL21 was purchased from Peprotech
(Rocky Hill, NJ).

Transfections and RNA interference

Vectors coding for Rac wild-type (wt), Rac V12, Rac N17, Pyk2-
Y402F, Pyk2-K457A, and Pyk2-wt fused with GFP were provided
by Francisco Sanchez-Madrid. The vector pRK5-myc-PRNK
(lvankovic-Dikic et al., 2000) was a gift from lvan Dikic (Goethe
University School of Medicine, Frankfurt, Germany). The siRNA
against human SLP-76 (ON-TARGETplus, SMARTpool) was pur-
chased from Dharmacon (Lafayette, CO). The siRNAs for ADAP-1,
sense: CAAAUGUUGACCUGACGAALt; ADAP-2, sense: GAGAU-
UUCAAGUUUGCCCULt; Pyk2, sense: GAUGUGGUCCUGAAUC-
GUALtt; and control siRNA (Garcia-Bernal et al., 2005) were pur-
chased from Sigma-Aldrich. Vectors and siRNA were nucleofected
(Amaxa, Cologne, Germany) following a previously described pro-
cedure (Garcia-Bernal et al., 2005). Molt-4 or PBL-T siRNA trans-
fectants were assayed 22-24 h posttransfection, and transfection
did not affect cell viability, as assessed in cell cycle analyses by
flow cytometry.

Cell adhesion and spreading assays

For static adhesions, we used the reported method (Garcia-
Bernal et al., 2005). Briefly, cells were plated in triplicate on wells
coated with the fibronectin fragment FN-H89, which contains the
CS-1 region, or with VCAM-1 together with CXCL12 or CCL21
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(650 ng/ml), and plates were incubated and adhesion measured.
Adhesion data are presented relative to control untreated cells,
which have been given an arbitrary value of 100. For flow-cham-
ber adhesion assays, we followed the described protocol
(Garcia-Bernal et al., 2006). In brief, cells were infused at a flow
rate of 1 dyne/cm? into flow chambers containing coimmobilized
VCAM-1 and CXCL12. Rolling cells that subsequently firmly at-
tached were expressed as stable arrest, whereas tethering cells
that did not arrest at any moment were expressed as rolling cells.
For evaluation of shear resistance, cells were allowed to attach
and then were subjected to sequential increases of the flow rate.
The number of cells remaining bound was determined as the
percentage of total adhered cells after the adhesion step. For
cellular spreading, CXCL12-stimulated cells attached on VCAM-1
were fixed and analyzed as previously described (Garcia-Bernal
et al., 2006).

Soluble VCAM-1 binding and flow cytometry

For cell binding to VCAM-1-Fc (R&D Systems), cells were stimu-
lated for 20 s with CXCL12 before VCAM-1-Fc was added, which
was detected by flow cytometry using phycoerythrin-conjugated
AffiniPure F(ab’), fragment goat anti-human immunoglobulin G
(I9G), Fcy-fragment specific (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA). For the detection of high-affinity B1, cells were stimu-
lated for 20 s with CXCL12 before HUTS-21 anti-B1 mAb (10 ug/ml)
was added for 30 min at 4°C. After washing, cells were incubated
with FITC-conjugated rabbit anti-mouse IgG (Jackson Immunore-
search). Fluorescence intensity data indicate fold-induction values
relative to those from control untreated cells, which were given an
arbitrary value of one.

Immunoprecipitation, immunoblotting, and GTPase assays
For immunoprecipitation, we followed the described method
(Garcia-Bernal et al., 2009). In brief, cell lysate supernatants were
incubated with antibodies followed by coupling to protein G-Sep-
harose. Proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to
membranes that were sequentially incubated with primary anti-
bodies and with horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibodies. Protein visualization was achieved using Immobilon
Western chemiluminiscent substrate (Millipore). For GTPase as-
says, we used the reported method (Garcia-Bernal et al., 2005).
Briefly, cells exposed to CXCL12 were lysed, and aliquots from
extracts were separated for total lysate controls and for incuba-
tion with GST-PAK-CD fusion protein, followed by incubation with
glutathione-Sepharose beads (GE Healthcare, Piscataway, NJ).
Bound proteins were eluted and subjected to immunoblotting
using anti-Rac1 antibodies.

Statistical analyses

Data were analyzed by one-way analysis of variance, followed by
Tukey-Kramer multiple comparisons. In both analyses, the minimum
acceptable level of significance was p < 0.05.
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