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ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the accumulation in the
peripheral blood of CD5" B lymphocytes and their progressive infiltration of the bone marrow
and secondary lymphoid organs. These migration processes are mediated, among other
molecules, by matrix metalloproteinases (MMPs). We and others have reported that proMMP
(92 kDa) is the major MMP in CLL cells and plays an important role in CLL migration and
invasion. Moreover, in contrast with normal B cells, proMMP-9 is present at the CLL cell
surface. Using immunoprecipitation, cell fractionation and confocal microscopy we have
demonstrated that a4f1l integrin and 190 kDa CD44v constitute a docking complex for
proMMP-9 in CLL cells. Binding of proMMP-9 to this complex inhibited cell migration and
induced cell survival, thus contributing to CLL progression. Using proMMP-9 recombinant
proteins containing deletions of various domains, we show that the proMMP-9 hemopexin
domain (PEX9) is required for its interaction with CLL cells. Since this interaction may
constitute a therapeutic target in CLL, and to help designing specific inhibitors, we have

addressed its detailed study.

CLL cells bound to the GST-PEX9 fusion protein generated here, but not to GST, and
this binding was primarily mediated by a4B1 integrin. Upon the preparation of truncated GST-
PEX9 forms containing the structural blades D1D2 or D3D4, we have demonstrated that CLL
cells also efficiently bound to the GST-D1D2 and GST-D3D4 proteins and this binding involved
two different receptors: GST-D3D4 primarily bound to a4f1 integrin, while GST-D1D2 bound to
CD44. Furthermore, both regions, D1D2 and D3D4 inhibited CLL cell migration. By preparing
overlapping synthetic peptides spanning the entire PEX9 sequence, we identified two specific
cell binding sites: The FPGVPLDHDVFQYREKAYFC sequence, located in D1 and contained in
peptide P6 and the FDAIAEWIGNQLYFKDGKYW sequence, located in D4 and contained in
peptide P3. Both peptides inhibited cell adhesion to proMMP-9 and GST-PEX9 as well as
transendothelial migration. Moreover, combination of P3 and P6 synergistically increased the
inhibitory effect of the individual peptides. Therefore, P3 and P6 could constitute excellent

targets to prevent proMMP-9 contribution to CLL pathogenesis.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is also involved in the extravasation and
survival of CLL cells. VEGF is a proangiogenic factor also produced by CLL cells and whose
elevated levels correlate with bad prognosis. Our results have demonstrated that addition of
VEGF to CLL cells significantly reduced proMMP-9 expression and in a dose-dependent
manner. Inhibition of VEGFR2 blocked this effect, indicating that VEGF signaled through this



receptor. Reduction of proMMP-9 resulted in inhibition of CLL migration through endothelium
or Matrigel, confirming the important role of proMMP-9 in these processes. RT-PCR analyses
indicated that VEGF regulation of proMMP-9 was at the transcriptional level. Indeed, VEGF-
VEGFR2 interaction induced phosphorylation of the transcription factor STAT1 and STAT1

silencing restored proMMP-9 production and CLL migration.

As both, VEGF and proMMP-9, are abundant components of the LLC
microenvironment we have also studied the possible regulation of VEGF by proMMP-9. CLL cell
incubation with proMMP-9 transcriptionally upregulated VEGF levels. In contrast, cell
incubation with GST-PEX9 reduced VEGF expression. These results were confirmed in
vasculogénesis assays, where CLL cells preincubated with proMMP-9 increased tube formation
in co-cultures with HUVEC cells, while preincubation with GST-PEX9 inhibited vasculogénesis
Additionally, immunoprecipitation analyses indicated a possible association between the
receptors for proMMP-9 (a4p1/CD44 ) and VEGF (VEGFR2), that could potentiate intracellular
signaling and CLL cell expansion. Altogether, our results provide novel evidences for the
pathogenic role of proMMP-9 and VEGF in CLL and strongly suggest that both proteins could

be good therapeutic targets in this malignancy.









RESUMEN

La leucemia linfocitica cronica B (LLC) se caracteriza por la acumulacidon en sangre
periférica de linfocitos B CD5" y su progresiva infiltracién de médula ésea y 6rganos linfoides
secundarios. En estos procesos de migracion intervienen, entre otras moléculas, las
metaloproteinasas de matriz (MMPs). Nuestro grupo, asi como otros investigadores, ha
demostrado que la proMMP-9 (92 kDa) es la principal MMP producida por células LLC y juega
un papel esencial en la migracion e invasion de células de LLC. Ademas, y a diferencia con
linfocitos B normales, proMMP-9 esta presente en la membrana de células LLC. Por medio de
inmunoprecipitaciones, fraccionamiento celulares y microscopia confocal hemos demostrado
que la integrina a4B1 y 190 kDa CD44v constituyen un complejo receptor de proMMP-9 en
células LLC. La unién de proMMP-9 a este complejo inhibia la migracion de células LLC e
inducia supervivencia celular, contribuyendo por tanto a la progresion de la LLC. Utilizando
proMMP-9 recombinantes con delecciones en varios dominios, hemos demostrado que el
dominio hemopexina de proMMP-9 (PEX9) es necesario para su interaccién con células LLC.
Dado que que esta interaccién puede constituir una buena diana terapéutica en la LLC y con el

fin de poder disefar inhibidores especificos, hemos abordado su estudio en detalle.

Las células LLC se unian a la proteina de fusion GST-PEX9 generada en este estudio,
pero no a GST, y esta union era fundamentalmente mediada por la integrina a4pf1. Mediante la
preparacion de formas truncadas de GST-PEX9 que contenian los subdominios estructurales
D1D2 o D3D4, hemos demostrado que las células LLC se unian también eficazmente a las
proteinas GST-D1D2 y GST-D3D4 y que esta unién era a través de receptores celulares
diferentes: GST-D3D4 interaccionaba principalmente con la integrina a4B1 mientras que GST-
D1D2 se unia a CD44. Ademds, ambas regiones, D1D2 y D3D4 inhibian la migracion de células
LLC. Por medio de la preparacion de péptidos sintéticos solapantes que abarcaban toda la
secuencia de PEX9, hemos identificado dos sitios especificos de unién a células: La secuencia
FPGVPLDHDVFQYREKAYFC localizada en el subdominio D4 y contenida en el péptido P3, y la
secuencia FDAIAEWIGNQLYFKDGKYW del subdominio D1, contenida en el péptido P6. Ambos
péptidos inhibian la adhesidn celular a GST-PEX9 y proMMP-9 y la migracidn transendotelial.
Ademas, la combinacion de P3 y P6 aumentaba sinergisticamente el efecto inhibidor de
cualquiera de ellos. Los sitios P3 y P6 podrian constituir por tanto unas dianas excelentes para

prevenir la contribucidon de proMMP-9 a la patogénesis de la LLC.

Otra molécula implicada en la extravasacién y supervivencia de células LLC es el factor

de crecimiento endotelial vascular (VEGF). VEGF es un factor proangiogénico que, al igual que



proMMP-9, es producido por células de LLC en niveles elevados, siendo un indicador de mal
prondstico. Nuestros resultados han demostrado que la adicién de VEGF a células LLC reducia
significativamente, y de manera dosis dependiente, la expresién de proMMP-9. Este efecto se
bloqueaba inhibiendo VEGFR2, indicando que este era el receptor implicado en la sefializacion
por VEGF. La disminucion de proMMP-9 conllevaba una inhibicion de la migraciéon
transendotelial o a través de Matrigel, confirmando el importante papel de proMMP-9 en
estos procesos. Andlisis por RT-PCR indicaron que la regulacion de proMMP-9 por VEGF era a
nivel transcripcional. De hecho, la interaccién VEGF-VEGFR2 inducia la fosforilacién del factor
de transcripcion STAT1 y el silenciamiento de STAT1 restauraba la produccién de proMMP-9 y

la migracién de células LLC.

Dado que tanto VEGF como proMMP-9 son componentes abundantes del
microambiente de la LLC hemos estudiado también la posible regulacion de VEGF por
proMMP-9. La incubacion de células LLC con proMMP-9 aumentaba los niveles de VEGF a nivel
transcripcional. Por el contrario, la incubacion con GST-PEX9 disminuia la expresion de VEGF.
Estos resultados fueron corroborados en ensayos de vasculogénesis, donde células LLC
preincubadas con proMMP-9 aumentaron la formacién de tubos en cocultivos con células
HUVEC, mientras que la preincubacién celular con GST-PEX9 inhibia la vasculogénesis.
Adicionalmente, andlisis por inmunoprecipitacion indicaron una posible asociacién entre los
receptores de proMMP-9 (a4B1/CD44) y VEGF (VEGFR2), que podria conllevar una
potenciacion de la sefalizacion intracelular y la expansion de células LLC. En conjunto, nuestros
resultados aportan nuevas evidencias del papel patogénico de proMMP-9 y VEGF en la LLC y

apoyan que ambas proteinas pueden ser buenas dianas terapéuticas en esta patologia.
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Descripcion general de la enfermedad

La leucemia linfocitica crénica (LLC) se caracteriza por la acumulacion en sangre
periférica de linfocitos B, en muchos casos CD5', que a medida que va progresando la
enfermedad van infiltrando diferentes tejidos como la médula dsea o nddulos linfaticos (Figura
1) [1]. Es la leucemia mas frecuente en adultos de paises occidentales, representando
alrededor del 30% de todas las neoplasias de tipo B. La edad media de los pacientes
diagnosticados es de 65 afios, con mayor incidencia en los varones (1,5:1). Algunas evidencias
basadas en el estudio de familias con LLC en sucesivas generaciones sugieren que existe una

susceptibilidad genética de la enfermedad [2, 3].
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Figura 1: Trafico de células LLC entre sangre periférica y tejidos linfoides.

Caracteristicas de las células LLC

Las células LLC son maduras, estan activadas y se caracterizan por una débil expresion
de IgM, IgD y CD79b, y una expresion positiva para CD5, CD9, CD20, CD22, CD79a, CD23, CD43
y CD11c [4, 5]. La regidn variable de la cadena pesada de la Ig (IgVH) puede o no haber sufrido
mutacion, lo que incide también en el prondstico de la LLC (Tabla 2). La sefializacién a través
del receptor de células B (BCR) se encuentra muy alterada con respecto a los linfocitos B
normales [6]. Aproximadamente el 80% de los linfocitos LLC expresan en su membrana
inmunoglobulinas de superficie, por lo que se consideran de estirpe B pero con expresién de

solo una cadena ligera k 6 A, fundamentando su clonalidad [1].
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Clasificacion y diagndstico

La LLC es una enfermedad muy heterogénea, en general existen dos tipos de pacientes
en funcién de la expectativa de vida en el momento del diagndstico, algunos pacientes
presentan una enfermedad poco agresiva y viven durante afios con una enfermedad estable y

sin medicacién, otros mueren a los pocos meses aun bajo tratamiento quimioterdpeutico [7-
10]

a) Sistemas de Raiy Binet

A pesar de la heterogeneidad observada en la LLC, existen ciertas caracteristicas
comunes que pueden ser utilizadas para clasificar a los pacientes con LLC en estadios clinicos
determinados. Los dos sistemas de clasificacién mas aplicados a nivel internacional son los
descritos por Rai [11] y Binet [12] (Tabla 1). En el primero, los pacientes se dividen en tres
grupos de riesgo: bajo (estadio 0), intermedio (estadios | y Il) y alto (estadios Il y IV). De
manera analoga, la clasificacién Binet agrupa a los enfermos en estadios A, By C, siendo el C el
mas avanzado. Ambos sistemas se basan en la cantidad de linfocitos en sangre periférica y el
grado de infiltracién de células en los diferentes érganos linfoides. Estas infiltraciones dan
lugar a las siguientes caracteristicas clinicas: linfadenopatias, esplenomegalia, hepatomegalia,

anemia y/o trombocitopenia. En linea con la heterogeneidad mencionada existen ademas

ciertos subgrupos de pacientes que dificilmente pueden ser encuadrados dentro de un estadio

particular de LLC y se clasifican como LLC atipica.
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Tabla 1. Sistemas de clasificacion de Rai y Binet para los estadios clinicos de la LLC. (Hb: hemoglobina).



b) Marcadores prondsticos de la enfermedad

Se han identificado algunas proteinas de membrana (Tabla 2) cuyos niveles de
expresidon correlacionan bien con el prondstico de la LLC. Asi, niveles elevados de CD38 o la
integrina a4p1, asi como la presencia de la quinasa ZAP-70 suponen un mal prondstico.
Igualmente, la presencia de IgVH no mutada o de ciertas mutaciones/delecciones genéticas,
como 17p13 correlacionan con una LLC mas agresiva. [13, 14]. Se ha observado también una
relacion entre la alta expresion de algunos factores solubles como CXCL12, VEGF o proMMP-9

con una mala progresién de la enfermedad (Tabla 2) [15-17].

IgVH no mutada IgVH mutada
Alta expresién de ZAP70 en membrana Baja expresion de ZAP70 en membrana
Alta expresién de CD38 en membrana Baja expresion de CD38 en membrana
Alta expresion de a4p1 en membrana Baja expresion de a4B1 en membrana
Alta concentracion de VEGF en sangre Baja concentracion de VEGF en sangre
Alta concentracion de MMP-9 en sangre Baja concentraciéon de MMP-9 en sangre
Alta expresion de CCR7 y CXCR4 Baja expresion de CCR7 y CXCR4

Tabla 2. Marcadores de membrana celular y del plasma sanguineo que indican buen o mal prondéstico de la
enfermedad.

Origen de la enfermedad

El origen de la LLC ha sido muy discutido. Basandose en multiples evidencias, como la
diferente expresion de ciertos genes, la presencia o no de distintas mutaciones y la gran
heterogeneidad observada entre los pacientes, hoy en dia estd descartado que la LLC tenga un
Unico origen comun. El reciente desarrollo de nuevas técnicas experimentales ha permitido
generar una teoria que estd bastante aceptada [18]. Se ha demostrado que las células
preleucémicas MBL (leucemia B monoclonal) aparecen en un 13% de los casos de LLC y en los
pacientes sanos sélo ocurre en un 3% de los casos. Ademas las caracteristicas del BCR difieren
considerablemente entre pacientes con el IgVH mutado (m-LLC) y no mutado (nm-LLC) de
manera que, el estereotipo del BCR sugiere una evolucién diferente entre las distintas
subpoblaciones de LLC. Estudiando la expresién en los pacientes de RNAs de pequefio tamafiio

(miRNAs), se ha observado que existen anormalidades en diferentes miRNAs en muchas LLC
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siendo somaticas o codificadas en la linea germinal. Los cambios en la metilacién en el DNA

pueden ser transferidos verticalmente en individuos de la misma familia.

A través de analisis por microarrays, se ha comprobado que las células de nm-LLC
presentan una mayor similitud a las poblaciones de linfocitos B CD5'. De esta manera, la
probabilidad de que el origen de la leucemia se de en esta poblacién es bastante alta, a pesar
de que las células CD5" no presentan mutaciones en la cadena pesada de las IgVH. Aun asi, se
ha descubierto una pequefia subpoblacidn de linfocitos CD5°CD27" que presentan mutaciones
somaticas en genes IGHV [19].Por otro lado también hay que tener en cuenta los factores
microambientales en los que se encuentran las células, que pueden generar y promover la

adquisicion de lesiones adicionales en las células B.

Considerando todos los puntos anteriores, existe una ultima hipdtesis capaz de
explicar la gran variedad de fenotipos celulares en las distintas LLC. El origen de la LLC puede
ser un proceso secuencial en el que se requieren una serie de transformaciones eventuales a lo
largo del tiempo, durante el cual, las células preleucémicas sobreviven en el microambiente
que se encuentran. Primero, apareceria una lesién temprana en genes reguladores, de
regulacién epigenética o estructurales, que favoreceria el crecimiento y la supervivencia. El
momento dentro de la maduracién del linfocito B en el que se produzca el dafio, determinaria

el fenotipo final de la LLC (Figura 2).
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Figura 2. Esquema que representa las teorias actuales sobre el posible origen de la leucemia linfocitica cronica.
APC (célula presentadora de antigeno), HCM (célula hematopoyética multipotente), Th (célula T helper ayudadora),
MBL (leucemia B monoclonal).
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Apoptosis en LLC

La mayoria de las células LLC se hallan en la fase Gy del ciclo celular en el torrente
sanguineo, por lo que se pensaba que la LLC era mds una enfermedad linfoacumulativa que
linfoproliferativa, en la que existe un bloqueo de la apoptosis. Las células de LLC tienen
constitutivamente activada la ruta PI3K/Akt y p38MAPK y la sefializacidn por quinasas de la
familia Src (Lyn, Lck) y su inhibicién promueve la apoptosis celular [20-22]. Recientemente, se
ha observado que Notch estd constitutivamente activo en células LLC contribuyendo a su
supervivencia [22]. Ademas, las células de LLC reciben sefiales de supervivencia a través de
varias moléculas como las quimioquinas CXCL12, CCL19, CCL21, CXCL13, las citoquinas IL-4 y
VEGF, los factores BAF y APRIL, cuando se unen a sus respectivos receptores. La sefializacién
inducida por el BCR o el receptor CD40 también induce supervivencia de células de LLC. En
todos los casos, estas activaciones promueven sefiales intracelulares (como la activacién de
PKC o PI3K) que inducen la expresion de proteinas antiapoptéticas como survivina, Bcl-xL, Bcl-

2, XIAP 0 Mcl-1 [23-26].

La adhesidn a células estromales o a endotelio, bien en reposo (a través de la union
ICAM-1/integrinas B2) o bien activado (a través de VCAM-1/integrina a4B1) incrementa
también los niveles de supervivencia [27]. En general, la adhesién a células estromales
favorece la supervivencia de células LLC a través de la induccidon de Mcl-1 [28]. La adhesidn de
células LLC a proteinas de la matriz extracelular también promueve la supervivencia o su
resistencia a tratamientos farmacoldgicos al aumentar los niveles de diversas proteinas

antiapoptéticas [29, 30].

Por tanto, el microambiente en el que se encuentra la célula LLC favorece la
supervivencia de las mismas a través de sefiales mediadas por moléculas solubles, por la

adhesidn a diferentes sustratos, o por la induccidn de proteinas antiapoptodticas [31, 32].

Anomalias genéticas:

La anomalia cromosdmica mas comun es la deleccién en 13q14.3, que ocurre en mas
del 50% de los enfermos de LLC, y se asocia con un buen prondstico de la enfermedad.
Estudios recientes han demostrado que esta regidn codifica para dos miRNAs, miR-15a y miR-

16-1, los cuales regulan negativamente la expresién de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2. [33]

Otra anormalidad genética comun en LLC es la deleccién de 11g22,-23 que provoca la
pérdida del gen ATM (Ataxia Talangiectasia mutated). Esta proteina colabora en la regulaciéon

del ciclo celular y de proteinas supresoras de tumores como p53. Dado que p53 esta implicado
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en la reparacién del dafio al DNA, la pérdida de ATM conlleva la progresion de la enfermedad
[34]. Ademas la expresion y/6 funcidon de p53 estd también afectada en pacientes con
deleccién en 17p13 (pérdida del gen TP53), que da lugar a la pérdida de expresién de p53 con

las consecuencias mencionadas[35].

Por ultimo hay que destacar los pacientes con trisomia del cromosoma 12 que
presentan una enfermedad atipica, con un fenotipo celular poco comun. Las células no
expresan el marcador de membrana CD5, tienen el contorno nuclear irregular y expresan en la
superficie celular la proteina FMC7, marcador poco comun en esta leucemia. Se ha
comprobado que la media de supervivencia de los pacientes con esta trisomia es mayor que

los pacientes con deleccidn en 17p 0 11923 y peor que los casos con deleccidon en 13q14 [34]

El microambiente en la patogénesis de la LLC

Aunque inicialmente se pensaba que las células LLC no proliferaban, se ha comprobado
que la longitud de los teldmeros en células LLC es mucho menor que en linfocitos B normales,
indicando que las células leucémicas han pasado por varios ciclos de proliferacion [36]. Por
otro lado, el hecho de que las células LLC mueran por apoptosis al ser cultivadas in vitro,
sugiere la existencia de factores del microambiente in vivo capaces de favorecer la
supervivencia y la acumulacion del clon leucémico [8, 37, 38]. En los ultimos afios, estos
factores en el microambiente celular estan siendo muy estudiados, ya que su implicacién en la
malignidad de la enfermedad les hace buenas dianas terapéuticas. Se ha observado, que las
células leucémicas reciben sefiales tanto en medula dsea y ganglios linfaticos, como en
circulacion, y dependiendo de como sean estas sefiales, se inducen diferentes respuestas, un

aumento de la supervivencia o una induccién de la proliferacién del clon de LLC [39].

Los leucocitos presentes en la circulacion prolongan la supervivencia de las células LLC
manteniéndose en fase G, mientras que se incrementa la poblacién dentro de los centros
proliferativos o pseudofoliculos. Algunos de estos centros son los nddulos linfaticos o la
medula 6sea, en ellos, las células leucémicas reciben senales de linfocitos CD4 activados,

células estromales y células de estirpe mieloide nodriza (nurse like cells, NLC) (Figura 3) [38].

40



CD44v
proMMP-9

(X))
® o0 CCL3/4

MATRIZ
EXTRACELULAR

By

; . °
Fibronectina CXCL12 e

=
Antigeno.’/

VEGFR2

Figura 3. Interacciones de células LLC con su microambiente celular: Las células NLC expresan CXCL12 y CXCL13, y
las MSC (células madre mesenquimales) CXCL-13 que se unen a sus receptores CXCR4 y CXCR5 en células LLC. La
interaccion entre MSC y LLC se produce a través de la integrina a4f1 expresada en células de LLC, que interacciona
con sus ligandos VCAM-1 y fibronectina. Células LLC interactdan con células T a través de la molécula CD40
(CD154), que se asocia a su ligando CD40L presente en células T. El VEGF y la proMMP-9 son secretadas por células
endoteliales y las propias LLC [40].

La interaccién de las células LLC con las células NLC y MSC se establece y mantiene a
través de receptores de quimioquinas y moléculas de adhesién. Las células NCL también
secretan TNFa y otras citoquinas que inducen sefales de supervivencia en las células LLC. Asi
en células LLC CD38" esta molécula interacciona con su receptor CD31, presente en las células
NLC y MSC, disparandose la activacion de ZAP-70 y sefiales de supervivencia. La estimulacion
del complejo BCR (BCR/ CD79) induce sefiales que dan lugar a la activacién de Syk y ZAP-70y a
la secrecidon de CCL3 y CCL4, potentes quimioatrayentes de las células T. Por tanto, las células
de LLC atraen a células T e interacttan con ellas a través de la molécula CD40 que se une a su
ligando CD40L (presente en células T). Esta unidn provoca, un aumento de la expresién de
moléculas de adhesidon y de co-estimulacién, induciendo proliferacién, supervivencia e
incrementandose la produccidn de distintas citoquinas, como IL-4 y TNF, que inducen también
supervivencia en LLC [41]. Ademas, existen otros factores solubles implicados en la regulacion
de la supervivencia de las células LLC, como el ya mencionado VEGF [42] esencial para la

resistencia a apoptosis en cultivos celulares o la proMMP9 [40].
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Tratamiento

El tratamiento de la LLC ha sufrido multiples cambios en los Gltimos afios. Durante mas
de tres décadas el tratamiento estandar ha sido el clorambucilo (Clb) un agente
quimioterapeotico alquilante, pero en los Ultimos afios se han incorporado analogos de
purinas, solos o en combinacién con alquilantes, y mas recientemente se han afiadido a estas
pautas anticuerpos monoclonales como el Rituximab anticuerpo anti-CD20. Este amplio
arsenal terapéutico, junto con la heterogeneidad bioldgica de los pacientes, hace que sea
dificil elegir un tratamiento concreto [43]. La eleccién del tratamiento dependera de cada
paciente, en funcion del estadio clinico, de la presencia de marcadores celulares de buen y mal
prondstico, de las alteraciones genéticas, la edad, ademas de la respuesta a un tratamiento

previo en el caso que lo haya habido.

Normalmente, como tratamiento estdndar se utiliza rituximab-fludarabina-
ciclofosfamida (R-FC) o rituximab-bendamustina (R-B), pentostatina-ciclofosfamida-rituximab
(PC-R) o fludarabina-ciclofosfamida-citoxantrona-rituximab (R-FCM) [44-46]. En los pacientes
que presentan otro tipo de patologia, se distinguen entre aquellos con anomalias graves y

moderadas utilizandose R-Clb, R-B y B para los primeros y Clb para los segundos[46].

Los pacientes con mutacidon en p53 o deleccién en 17p son de alto riesgo porque
tienen indices de respuesta muy bajos a los tratamientos y suelen ser tratados con rituximab-

ciclofosfamida-adriamicina-vincristina-prednisona (R-CHOP) o R-FC [47].

En los ultimos afios estan siendo estudiados un gran nimero de agentes potenciales en
el tratamiento de la LLC. Se trata de agentes inmunomoduladores (como atalidomina y
lenalidomina) [48][98], inhibidores de la familia de Bcl-2 (oblidesen u obatoclax) [49],
inhibidores de proteinas quinasas (Flavopiridol) [50] e inhibidores de la angiogénesis y de la
interaccion de las células LLC con el microambiente celular. Los nuevos tratamientos que
bloquean la angiogénesis, solos o en combinacidn con otros farmacos estdn teniendo muy
buenos resultados, como el EGCG, el Vatalanib y el Pazopanib que inhiben la fosforilacién de
VEGFR1 y 2 vy, en consecuencia inducen muerte en las células de LLC y no de linfocitos B
normales [51, 52], y el Bezacizumab, un anticuerpo monoclonal frente a VEGF que esta dando
muchos resultados [53]. Como se ha comentado actualmente existen numerosas terapias en el
tratamiento de la LLC pero son solo parcialmente eficientes. Por ello el descubrimiento y
estudio de nuevos agentes terapéuticos, asi como de nuevas dianas de ataque, son necesarias

para intentar combatir y erradicar esta enfermedad.

42



Modelos animales de la enfermedad

Como en cualquier patologia, los modelos animales que reproduzcan las caracteristicas
de la LLC, pueden ser muy utiles para el estudio del origen y la progresion de esta enfermedad
[54]. Actualmente se han generado tanto ratones transgénicos como modelos de

xenotransplante que asemejan aceptablemente las manifestaciones clinicas de la LLC.

a) Modelos de ratones transgénicos:

El primer ratén transgénico con caracteristicas similares a la LLC se desarrolld
expresando la proteina Tcll bajo el control del promotor de la IgHV (ratén Ep TCL1). Tcll es
una proteina que funciona como co-activador de Akt [55] y estd altamente expresada en las
LLC mads agresivas. En etapas iniciales los ratones Eu TCL1 presentan clones de linfocitos CD5"
en peritoneo y, a medida que se va desarrollando la enfermedad, las células CD5" aparecen en
el bazo y médula ésea. A pesar de ser un modelo que en un principio generé muy buenas
expectativas, tiene algunas limitaciones. En primer lugar, la enfermedad dura solo entre 13 y
18 meses, por lo que el estudio de tratamientos a largo plazo no es viable. Ademas, la
sobreexpresion de Tcl-1 no refleja la complejidad genética de la LLC. En los ultimos afos se ha
observado que varios pacientes presentan una deleccion de 2 miRNAs (miR15a y miR16-1)
[56], lo que ha llevado a la generaciéon de nuevos modelos animales de LLC inhibiendo la

expresion de estos miRNAs [57, 58].

b) Modelos de Xenotransplante.

La inyeccion de células LLC en ratones inmunodeprimidos ha sido muy util para
estudiar la progresién de la enfermedad y determinar cuando se produce la primera mutacion
oncogénica. Ademads, estos modelos han servido para entender la influencia del
microambiente, fundamentalmente, la importancia que tienen las interacciones entre las
células T y las de LLC en la proliferacion y en la infiltracion de las células LLC en los diferentes
tejidos secundarios [59, 60]. Por ultimo, estos modelos también son muy utiles a nivel clinico

para desarrollar nuevos farmacos y drogas que frenen o acaben con la enfermedad.

Angiogénesis en LLC

La angiogénesis es el proceso fisioldgico encargado del crecimiento y la formacién de
nuevos vasos sanguineos a partir de vasos ya existentes. En individuos sanos la angiogénesis
esta presente durante el desarrollo embrionario, en procesos de cicatrizacién y en el

embarazo. Este proceso juega también un importante papel en la tumorigénesis y en
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metdstasis. La angiogénesis estd regulada por numerosos factores solubles y sus
correspondientes receptores, existiendo factores pro y anti angiogénicos. En la LLC hay un
aumento de la angiogénesis en médula dsea y ganglios linfaticos [61], ya que las células de LLC
tienen la capacidad de secretar numerosas citoquinas angiogénicas como bFGF, VEGF, PIGF y

TSP-1 [62-64].

a) VEGF

Es una glicoproteina ampliamente expresada en tejidos normales, capaz de inducir
proliferacién y migracion de células vasculares endoteliales. La familia de VEGF comprende
siete glicoproteinas denominadas VEGF A, B, C, D, E, F y el PLFG, que ejercen su funcion al

unirse a sus correspondientes receptores VEGFR1, 2, 3 y neutrofilinas (Figura 4 y 5) [65].
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Figura 4. Familia del factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF.

Ademas de estar implicado en angiogénesis, juega un papel muy importante en

supervivencia y migracién celular.

Los receptores VEGFR1, 2 y 3 son receptores con actividad tirosin-quinasa que es
regulada por la unidn sus ligandos (VEGF) o por dimerizacidn, ya que pueden homodimerizar o
heterodimerizar entre ellos y con otras proteinas de membrana como PCAM 1 o integrinas. La

activacion de la actividad tirosin-quinasa da lugar a la activacion de cascadas de sefializaciéon
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intracelular como PI3K, p38/MAPK, que inducen proliferacién celular, supervivencia, migracion

y por supuesto vasculogénesis y angiogénesis.

Las células de LLC expresan VEGF y VEGFR 1, 2 y 3 correlaciondndose una alta
expresidon de estos factores con un mal pronéstico de la enfermedad. Son, por tanto, buenas
posibles dianas terapéuticas. Ademds, estas células son capaces de responder a hipoxia e
incrementar la secrecion de VEGF. De hecho, el sobrenadante celular de LLC es capaz de
promover el crecimiento de células HUVEC en ensayos con matrigel. Por otro lado, las células
de LLC tienen -constitutivamente fosforilado el receptor VEGFR-2, induciendose la

supervivencia al aumentar los niveles de las proteinas antiapoptéticas Mcl-1 y XIAP [66, 67].

La interaccion de las células de LLC con el microambiente promueve la secrecion de

VEGF, aumentando la angiogénesis e inhibiendo la apoptosis [68].
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Figura 5. Receptores de la familia del VEGF y diferentes vias de sefializacion inducidas por estos factores.

Adhesion y migracion en LLC

La infiltraciéon de drganos por células LLC, es decir la progresidon de la enfermedad,
implica procesos de migracidn celular. Estos procesos siguen los mismos pasos descritos para
leucocitos en general 1) rolling 2) adhesidn firme a endotelio y 3) migracion transendotelial
[24, 69, 70], y estan generalmente regulados por quimioquinas. El rolling esta mediado por

selectinas mientras que en las otras dos fases intervienen las integrinas.
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Las células LLC expresan generalmente [70] las integrinas a3B1 y alLB2 mientras que la
expresion de a4p1 es variable y a5B81 aVB3 estdn ausentes [71, 72]. También expresan
diversos receptores de quimioquinas fundamentalmente CXCR4, CXCR5 y CCR7 [73]. Estos
receptores son plenamente funcionales, induciendo sefiales intracelulares que promueven la
migracion y supervivencia de las células LLC [74-76]. Tanto CXCR4, como su ligando CXCL12

suelen estar sobreexpresados en células LLC, correlacionandose con un mal prondstico [77]

La integrina a4B1 y la estimulacidon con quimioquinas juegan un papel fundamental en
la activaciéon de la integrina alLB2 y la GTPasa Rapl en procesos de migracién de células LLC
[78]. Se ha demostrado que las integrinas a4B1 y alLB2 son necesarias para la migracién
transendotelial bajo condiciones de flujo, y ademds, se ha descrito que ZAP-70 potencia la
sefializacién inducida por los receptores de quimioquinas promoviendo la infiltracion de

células de LLC en tejidos secundarios [79, 80].

Una vez que la célula LLC ha cruzado el epitelio vascular se encuentra con la matriz
extracelular que tiene que ser degradada para que la célula pueda avanzar. En este proceso se
generan numerosas estructuras del citoesqueleto celular, como podosomas o invalopodia, en
ellas se localizan moléculas de anclaje como CD44 o integrinas, asi como metaloproteinasas de

matriz (MMPs) que son esenciales en el proceso de invasion.

Se ha demostrado que existe una correlacion entre los niveles de la integrina a4p1 en
membrana y el mal prondstico de la enfermedad como se ha descrito en los marcadores de
pronostico (Tabla 2). Ademas esta integrina es indispensable para la migracién de las células
LLC a la médula désea [81]. Estos datos sugieren que integrina a4f1l juega un papel muy

importante en la malignidad de las células de LLC.

La integrina a4B1 forma parte de la familia de las integrinas, son receptores de
membrana que unen e integran el citoesqueleto celular con la membrana extracelular [82]. Las
integrinas estan formadas por la unién no covalente de dos subunidades denominadas a (de
120 a 180 KDa) y B (de 90 a 110 KDa). Ambas subunidades estan compuestas por un pequefio
dominio citoplasmatico, una regidn transmembrana y un dominio extracelular [83]. La
actividad adhesiva de las integrinas esta altamente regulada y existen numerosos procesos que
median su activacion o desactivacion. La capacidad de unir su ligando puede ser inducida
mediante cambios en la afinidad y/o avidez. Estos cambios dindmicos son debidos a estimulos
recibidos por otros receptores de la superficie celular. Ademas, la unién del ligando a las

integrinas origina sefiales que se transmiten al interior de la célula, sefializacién conseguida
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mediante activacidn con anticuerpos o cationes divalentes [84-86]. Los cambios de avidez, que
implican la agrupaciéon o clustering de integrinas gracias a la fluidez de la membrana
plasmatica, permiten la formacidon de interacciones adhesivas multivalentes entre las
integrinas y sus ligandos, dando como consecuencia una mayor fuerza adhesiva conjunta [84,

87].

La integrina a4B1 o VLA-4 es la mas expresada en linfocitos T y B, monocitos, baséfilos,
eosindfilos, mastocitos, timocitos y progenitores hematopoyéticos [88, 89]. También es capaz
de expresarse en otros tipos celulares como células de la cresta neural y otras células
tumorales de origen no hematopoyético como el melanoma [90]. Esta integrina tiene una gran
importancia en procesos inflamatorios, recirculacién linfocitaria, hematopoyesis vy
organogénesis [88, 89]. Ademas, estd implicada en la adhesién de progenitores
hematopoyéticos al estroma de la médula ésea [91], juega un papel importante en patologias
inflamatorias como asma bronquial, artritis reumatoide, esclerosis multiple y aterosclerosis,
entre otras [88, 89], y podria también afectar al desarrollo de distintos tumores como la

leucemia mieloide crénica [92], el mieloma multiple [93, 94].

Las células de LLC expresan altos niveles del receptor CD44, tanto la forma estandar
CD44H como la variable CD44v [95]. De hecho, se ha observado que pacientes con altos niveles
de CD44 soluble en suero presentan un peor prondstico de la enfermedad [96]. Esta proteina
forma parte de una familia de glicoproteinas que actian como receptores de
glicosaminoglicanos como el acido hialurénico, aunque también se ha visto que pueden unir
colageno, laminina y fibronectina [97]. Es expresada en gran variedad de tipos celulares,
incluidos la mayor parte de las células hematopoyéticas, queratinocitos, condrocitos, vy
también algunos tipos de células epiteliales, endoteliales y neuronales [98]. La complejidad de
CD44 radica en que todas las isoformas provienen de un Unico gen, capaz de sufrir distintos
splicing alternativos para dar lugar a las diferentes formas de CD44. La forma estandar de CD44
es la de menor peso molecular, y se expresa en la mayor parte de las células, consta de una
region extracelular, un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica (Figura 6). En la
region citoplasmatica, CD44 es capaz de unir proteinas asociadas al citoesqueleto, como la
ankirina, los miembros ezrina, radixina y moesina, PKC, la ruta de RhoA, o la sefializacién a
través de Src quinasas como Lck, Fyn y Lyn [99]. Las isoformas variables de CD44 (CD44v),
difieren de la forma estdndar en que incluyen diferentes combinaciones de 10 exones
variables, capaces de ensamblarse en un Unico sitio proximo a la membrana celular y dando

lugar a las diversas formas de CD44v (Figura 12). Estas isoformas, se describieron en un
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principio en diversos tipos de células tumorales, y especialmente en células con gran capacidad
de metastatizar, aunque también se ha descrito un pequefio porcentaje de células normales
capaces de expresar diversas formas de CD44v [100]. Ademas, CD44 es capaz de proteolizarse,
liberandose de la membrana en forma soluble. Este dominio de CD44 soluble es capaz de
acumularse en la matriz extracelular o en el plasma y fluidos, enviando diversas sefiales

celulares [101].

CDA44 resulta fundamental durante la morfogénesis, organogénesis, hematopoyesis y
homing linfocitario, migracion celular, activacion linfocitaria, adhesion celular y apoptosis
celular. Para llevar a cabo sus funciones, no solamente actia como receptor celular para los
distintos componentes de la matriz extracelular, también es capaz de actuar como plataforma
para el anclaje de diversos factores solubles o metaloproteasas (como MMP-9 y MMP-7), lo

cual favorece la migracién dirigida por la célula [97, 102, 103].
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Figura 6. Diferentes isoformas de CD44 y células en donde se expresan principalmente.

Caracteristicas generales: Clasificacidn, estructura y funcidon

Las MMPs son enzimas implicadas principalmente en regular la integridad y la

composicion de la matriz extracelular, mediante el procesamiento o degradacidon de
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numerosos substratos pericelulares [104-106]. Las MMPs tienen especificidad de sustrato,
aunque la mayoria presenta actividades redundantes y en conjunto son capaces de degradar
casi todas las proteinas de la matriz extracelular. Ademas, estas enzimas son capaces de
proteolizar otras muchas moléculas, tanto solubles, como presentes en la superficie celular,
regulando asi muchas otros procesos [107, 108]. Durante los ultimos afios se han descubierto

nuevas funciones de las MMPs que son independientes de su capacidad enzimatica [109].

La clasificacién de las MMPs se realizd inicialmente en funcién al componente de la
matriz extracelular que eran capaces de degradar [108, 110]. Asi, las MMPs se agruparon en:
colagenasas (MMP-1, -8, -13), gelatinasas (MMP-2, -9), estromilisinas (MMP-3, -10, -11, -7) y
matrilisinas. Con el descubrimiento de nuevos sustratos esta clasificacion quedd obsoleta y
actualmente las MMPs se clasifican segin su estructura [109] existiendo ocho tipos
estructurales diferentes, unas son solubles capaces de difundir por la matriz extracelular, y
otras estan ancladas a la membrana a través de dominios transmembrana (MT-MMPs) o

glicofosfatidilinositol (GPI) (Figura 7).

Todas las MMPs presentan una estructura comun en su regién extracelular con cuatro
dominios conservados: un péptido sefial (aminoterminal), un propéptido o pro-dominio, un
dominio catalitico y un dominio hemopexina (dominio PEX). El propéptido consta de unos 80-
90 aminoacidos que contienen una cisteina conservada encargada de mantener la enzima en
estado latente y que bloquea el zinc del sitio catalitico (Tabla 3). El domino catalitico consta de
unos 160-170 aminodcidos y contiene el sitio activo. Es una region muy conservada con tres
histidinas (HEXXHXXGXXH) que coordinan un dtomo de zinc dentro del dominio catalitico y una
metionina conservada cercana al sitio activo cuya actividad catalitica depende del ién zinc y de
calcio [111]. Por lo que la especificidad de los diferentes sustratos se determina
probablemente mediante conformaciones especificas y regiones situadas fuera del sitio activo.
El dominio hemopexina (PEX) esta presente en todas las MMPs, excepto MMP7, MMP26 vy
MMP23 y contiene aproximadamente 200 residuos que conectan con el dominio catalitico a
través de una regidn rica en prolinas [112, 113]. El PEX regula la unién de la proteasa a
distintos sustratos; | inhibidores de MMPs, (denominados TIMPs), la unién de la MMP a la

membrana celular y su posterior activacién, y algunas actividades proteoliticas [114, 115].
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ESTRUCUTURA PROTOTIPO DE UNA MT-MMP
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Tabla 3. Estructura y clasificacion de las MMPs: Se muestran los diferentes dominios estructurales: Péptido senal
amino terminal que dirige la proteina hacia el reticulo endoplasmatico (pre), prodominio con el grupo de
interaccion zinc-thiol (SH), dominio catalitico con unién a Zinc (Zn2+), puentes disulfuro (S-S) dominio de union
coldgeno Il con repeticiones de fibronectina (Fn), motivo de reconocimiento celular para furina de proteasas de
serina (fu), inserto de vitronectina (Vi), dominio transmembrana (MT), dominio citoplasmatico (Cy), dominio de
union a glicofosfatidilinositol (GPI), dominio de cisteina (CA), dominio similar a la inmunoglobulina (Ig).
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Crecimiento

Supervivencia

Angiogénesis

Existen ademds otros dominios caracteristicos de determinadas subfamilias de las
MMPs resumidos en la Tabla 3. Todas las MMPs son sintetizadas como zimdgenos ya que el
dominio catalitico esta oculto, es necesario retirar el prodominio para que sean activas se las
denomina proMMPs cuando aun no se han desprendido del prodominio y MMPs cuando son

activas.

Las MMPs, desempenan un papel fundamental en numerosos procesos fisioldgicos
como morfogénesis tisular, invasion y migracién celular, reparacién de heridas, vasculogénesis
o desarrollo del hueso, y patoldgicos como cancer, enfermedades inflamatorias y autoinmunes
(artritis), enfermedades cardiovasculares, fibroticas y cerebrovasculares [109]. Las MMPs
intervienen también durante la angiogénesis, no solo en el proceso de degradacién de la
membrana basal para la migracién y la proliferaciéon de células epiteliales [116, 117], sino
también mediante el procesamiento de factores pro o antiangiogénicos o receptores celulares
[103, 105, 118-121]. Debido a sus multiples funciones, dependiendo del contexto celular en el

gue se encuentren pueden promover o inhibir diferentes procesos fisioldgicos (Figura 7).
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Figura 7. Regulacion de diferentes procesos bioldgicos por MMPs.
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Estructura de la MMP-9

La MMP-9, o gelatinasa B, es similar estructuralmente a las demas MMPs pero posee
caracteristicas especificas que la hacen Unica y la confiere funciones especiales. El dominio
hemopexina de la MMP-9 (PEX9) solo comparte entre un 25 y un 33% de homologia con los
dominios PEX de otras MMPs y juega un papel fundamental en la uniéon de la MMP-9 a otras
moléculas como TIMP-1 y en la formacidn de multimeros de MMP-9. EI PEX9 también esta
implicado en la unién de la MMP-9 a la superficie celular, por ello, en los ultimos afios ha

recibido especial atencion el estudio de este dominio (Figura 8).

Una caracteristica especifica de las gelatinasas es la region con tres dominios de unién
a fibronectina tipo Il [122, 123] que es capaz de unir gelatina (colageno desnaturalizado),
laminina y colageno tipo | y IV [124]. Ademas, a diferencia de la otra gelatinasa (MMP-2),
posee un dominio colageno tipo V, que se encuentra altamente glicosilado (denominado
dominio OG) [125-127] (Figura 8 A). Los azlcares de esta region (de tipo N- y O-glicosidicos)
dan lugar a que se forme un puente disulfuro entre el dominio catalitico y el PEX9 [126, 128],
el dominio OG confiere a la MMP-9 una mayor flexibilidad, pudiendo adquirir conformaciones
gue aumentan o disminuyen su capacidad de asociacién con otras moléculas de la matriz

extracelular [114].

A B

Dominio
Hemopexina
Dominio (PEX9)

SH catalitico

oG S—S
pronamp-9 (pre ) pro ) casico[Flffn] & ™\_ 662690

Figura 8. Estructura de la proMMP-9: (A) Esquema en el que se muestran los diferentes dominios de la MMP-9 (B)
representacion esquematica en la que se muestra la MMP9 inactiva (Pre) péptido sefial, (Pro) prodominio, (Fn)
dominios unién fibronectina, (0G) dominio o-glucosidico altamente glucosilado, (D1, D2, D3, D4) subdominios 1, 2,
3y 4 del dominio hemopexina (PEX9)

La MMP-9 es susceptible a numerosas modificaciones post-transcripcionales que dan
lugar un cambio en la actividad o en la funcién de la enzima. Su secuencia de aminoacidos
presenta 17 residuos de cisteina, sin embargo soélo se forman 7 puentes disulfuro
intramoleculares. En el dominio fibronectina existen dos puentes disulfuro necesarios para la
secreciéon de la MMP-9 al exterior celular [129]. Otro de los puentes disulfuro se encuentra en
el dominio hemopexina, entre el subdominio 1 y 4 [130]. También se pueden formar puentes

disulfuro entre dos moléculas de MMP-9 para dar lugar a multimeros, a través de la cisteina
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468 en el dominio O-glucosidico y la cisteina 674 en el dominio PEX9 [114]. La MMP-9 puede
expresarse también como oligdmero unida a otra moléculas como a la lipocalina NGAL

(asociada a la gelatina de neutrdfilos), presentando un peso molecular de 125kDa [131].

La MMP-9 completa presenta un peso molecular de unos 92 kDa, esta forma de MMP-
9 tiene el prodominio por lo que se la va a denominar proMMP-9. Cuando la proMMP-9 es
activada por protedlisis del prodominio pasa a tener un peso molecular de 85 kDa. Debido a
gue esta metaloproteinasa presenta O- y N-glicanos también es susceptible a diferentes
glucosilaciones. En el reticulo endoplasmatico una forma de 85 kDa puede ser transformada
por glucosilacion a una forma intermedia de 89 kDa para posteriormente dar lugar a la forma
madura de 92 kDa que presenta el prodominio (proMMP-9) [114, 132]. Ademas de la forma
activa de 85 kDa, pueden aparecer otras formas de MMP-9 activada, por ejemplo, la activacidn
por MMP-3 genera una forma de unos 65 kDa que no tiene ni el propéptido aminoterminal ni
el dominio hemopexina [133, 134]. En el apartado de resultados vamos a utilizar
indistintamente (pro)MMP-9, como termino para referirnos tanto a la forma inactiva con el

propéptido, como a la proteolizada activa sin el propéptido.

Regulacion de la MMP-9

La expresion de la MMP-9 estd muy regulada a diferentes niveles. En primer lugar el
gen de la MMP-9 es transcrito en respuesta a diferentes sefiales celulares como activacién de
receptores celulares, hipoxia, etc. Seguidamente, existe una regulacidén post-transcripcional
donde intervienen diferentes miRNAs dando lugar a la degradacion del mRNA de la MMP-9.
Tras ser traducida la enzima es acumulada en vesiculas que se secretan en respuesta a
determinados estimulos. Por ultimo la proMMP-9 es activada para ser enzimaticamente
funcional ya que es sintetizada como zimdgeno. Una vez activa puede ser captada por sus

inhibidores bloqueando su accién [135] (Figura 9).

a) Regulacion transcripcional

El gen de la MMP-9 se encuentra en el cromosoma 20g11.2 y esta principalmente
regulado por diversas vias de activacion a través de receptores de farnesoid, sensores
metabdlicos, integrinas, receptores de quimioquinas y receptores de proliferacion celular,

entre otros [136, 137] (Figura 9).

Una de los procesos mas estudiados en este ambito es la activacion de la MMP-9 por

citoquinas [138]. La trascripcion de la MMP-9 también es inducida por factores de crecimiento,
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hormonas, otras proteasas como MMP-1 o MMP-3, o incluso por neurotransmisores como la

adrenalina [139, 140].
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Figura 9. llustracion de los diferentes niveles de regulacion de la MMP-9 y de las rutas de sefializacién en las que
esta implicada [136].
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b) Regulacion del mRNA

El RNA puede ser estabilizado o degradado a través de proteinas de unidn a RNA y
ncRNAs, actuando como elementos cis y pudiendo estabilizar o desestabilizar el mRNA de

determinadas proteinas [141].

En el caso del mRNA de la MMP-9, se ha observado que puede interactuar con el
factor de unién a RNA nucleolin, cosa que no ocurre con el mRNA de la MMP-2 [142]. También
se ha demostrado que la produccién de MMP-9 puede aumentar drasticamente tras diferentes
estimulos en fibroblastos HT1080, sin observar un aumento de los niveles de mMRNA de MMP-9.
Esto se debe a la unidon del mRNA de la MMP-9 a proteinas de unién a RNA que transportan los
RNAs mensajeros al reticulo endoplasmatico rugoso, donde aumenta la traduccion a proteina

de la MMP-9 [143].

54



c) Regulacion por compartimentalizacidn y secrecion

Otra de las formas de regulacién de la MMP-9 es a través de su compartimentalizacion
en diferentes vesiculas u orgdnulos celulares que la acumulan y sélo la secretan en respuesta a
determinados estimulos. Hay que destacar que el trafico intracelular de la MMP-9 varia de un
tipo celular a otro. En los neutréfilos, la MMP-9 es acumulada en granulocitos que son
secretados automaticamente tras un estimulo inflamatorio [125]. En cambio, en macréfagos,
la MMP-9 es sintetizada de nuevo tras un estimulo, de manera que su secrecion es mucho mas

lenta [123, 135].

Una vez que la MMP-9 es secretada puede difundir entre los tejidos y la matriz
extracelular o puede anclarse a receptores de la superficie celular como CD44, LRP-1, LRP-2, Ku
e integrinas [114]. La unidn a estos receptores puede provocar la activacién de la MMP-9 y

producir un direccionamiento de la degradacién de la matriz por las células que la expresan.

d) Activacion de la proMMP-9

Como todas las MMPs, la MMP9 se produce como zimégeno de manera que el
propéptido que contiene la secuencia conservada PRCXXPD debe ser eliminado o retirado para
que el dominio catalitico esté expuesto y la MMP-9 sea activa (Figura 10). In vivo, existen
numerosas proteasas que activan la MMP-9 como kallicreina, tripsina, plasmina y otras MMPs
como MMP-3, MMP-26 o la MMP-2 activa. De manera artificial e in vitro, puede ser activada
por diferentes reactivos. El principal agente de activacidn es el sodium dodecyl! sulfato (SDS)
usado en zimografias para analizar la capacidad proteolitica de la proteina. También es muy
utilizado el 4- minophenylmercuric acetaten (APMA). La activacién también puede ocurrir por
agentes que modifican la afinidad entre los grupos thiol y por radicales de oxigeno. La MMP-9
y la MMP-2 pueden ser activadas in vitro en presencia de Metalotienin. Los cambios en
condiciones fisico-quimicas como la temperatura o el descenso del pH pueden también activar

estas proteasas (Figura 10) [136].
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Figura 10. Procesos a través de los cuales se pueden activar las MMPs [144].

e) Inhibicion de la MMP-9

La actividad catalitica de la MMP-9 puede ser bloqueada por diferentes inhibidores
algunos comunes a todas las MMPs, como la a2-macroglobulina y otros mas especificos como
el TIMP-1 que interacciona tanto con el PEX9 como con el dominio catalitico de la MMP-9.

[134, 145].

Recientemente se han desarrollado nimeros inhibidores quimicos con el fin de tratar
enfermedades en las que los niveles de esta enzima son significativamente muy altos como en
los cdnceres con alto porcentaje de metastasis. Algunas de ellos son la doxiciclina, la

minociclina, y las tetraciclinas [146, 147].

Funcion y papel de la MMP-9 en diferentes procesos fisioldgicos y patologicos

Al igual que el resto de las MMPs, la MMP-9 fue descubierta por su papel en la de
degradacién de los compuestos de la matriz extracelular. En los ultimos afos se ha observado
gue también tiene la capacidad de procesar otras moléculas como las implicadas en adhesidn
(ICAM-1), receptores celulares (IL-2Ra), citoquinas (pro-TNF-a, IL-1B), factores de crecimiento
(HB-EGF), proteasas (ADAMTS-4), proteinas de unidn entre células (VE-Cadherina, ocludina) y

proteinas estructurales (Sindecan-1, MBP, ap fibrilinas) [125].
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Por otro lado, se han descrito recientemente nuevas funciones de la MMP-9
independientes de su actividad catalitica, en las que intervienen otros dominios estructurales.
En este contexto la MMP-9 actuaria como ligando, activando o silenciando diferentes rutas
implicadas en supervivencia celular o induciendo moléculas sefalizadoras que inhiben la

apoptosis de células tumorales (Figura 9) [148-151].

Ademads, la MMP-9 se localiza y por tanto, realiza su funcién en todos los
compartimentos y organulos celulares. Se encuentra en lisosomas degradando catepsina D, E,
L1 y Z; en el nucleo regulando la ubiquitinacién mediante el procesamiento de la enzima
conjugada a la ubiquitina E2N; y por supuesto se encuentra como proteasa soluble en el
citoplasma celular [125]. Una pequefia parte de la enzima puede estar anclada en la
membrana de diversos tipos celulares no tumorales y tumorales, incluyendo células de LLC
[122], desempeifiando diferentes funciones. Los mecanismos que intervienen en este anclaje
han sido descritos denominandose complejos de unién (docking complex).y son diferentes
receptores o proteinas de la membrana celular. En células tumorales algunas de estas
proteinas distintas isoformas variables de CD44, de integrinas a5B1, avB3, o la proteina Ku de

reparacion de ADN [102, 103, 152-155].

Debido a la gran variedad de sustratos de la MMP-9, esta gelatinasa participa en

numerosos procesos fisiolégicos y estd implicada en numerosas patologias.
a) Procesos fisioldgicos en los que interviene la MMP-9:

La MMP-9 estd implicada en la remodelacion del endometrio durante el ciclo

menstrual femenino y durante el desarrollo embrionario [156, 157]

Por otro lado posee un papel muy importante en angiogénesis regulando factores
tanto pro- como antiangiogenicos y en la remodelacién de vasos sanguineos y linfaticos. Se ha
observado que ratones Knock-out MMP-97" tienen un defecto en estos procesos [158, 159].
Estos ratones también presentan un crecimiento tardio en huesos y son un 10% mas pequefios
que en los ratones de tipo salvaje. Esto es debido a que durante el desarrollo embrionario

existe una alta expresién de MMP-9 en los osteoclastos [160, 161].

En cuanto al mantenimiento de los tejidos, la MMP-9 estd implicada en la migracién de
células troncales, células precursoras y de células del sistema inmune teniendo un papel clave
en la regeneracion epitelial, la cicatrizacidn y la plasticidad sindptica neuronal (importante en

los procesos de memorizacion y aprendizaje) [136].
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Ademas tiene un importante papel durante los procesos de inflamacidn, ya que es
altamente expresada y secretada por células del sistema inmune, promoviendo la movilizacion
de células troncales a la médula dsea, o de linfocitos y leucocitos en respuesta a factores

solubles de la inflamacién [136].

b) Patologias asociadas a la MMP-9

La desregulacion de esta proteina desemboca en numerosas patologias tanto
inflamatorias, autoinmunes, como degenerativas. Asi, un aumento de la MMP-9 y una
disminucién de TIMP-1 estan asociados con una ruptura prematura de las membranas
amnidticas. Ademads juega un papel importante en enfermedades inflamatorias pulmonares
(SDRA sindrome de distres respiratorio agudo), gastrointestinales (enfermedad de Crohn), de
la piel (dermatitis y psoriasis), articulares como artritis y en procesos inflamatorios de vasos

sanguineos y del sistema nervioso [125, 136].

Debido a su papel en la degradacion de la matriz extracelular, se ha demostrado que la
MMP-9 contribuye a los procesos tumorales, generando un ambiente propicio al degradar la
membrana basal en las primeras etapas. También esta implicada en procesos metastaticos
mas avanzados, induciendo la invasién de células malignas hacia los vasos para su
diseminacién a otros tejidos [136]. En los ultimos afios debido al descubrimiento de nuevos
sustratos y nuevas funciones de la MMP-9, se ha visto que puede jugar un papel dual en la
metastasis pudiendo inhibir este proceso en funcién de la concentracién y de la localizaciéon

celular de la proteina[162].
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Dominio Hemopexina de la MMP-9, PEX9

Se trata de un dominio carboxi-terminal con 4 subdominios beta laminares. Presenta
un puente disulfuro entre la cisteina 516 y la cisteina 704, conectando los subdominios 1y 4.
Esta unién es critica para mantener la integridad estructural del dominio hemopexina (Figura

11) [130].

PUENTE DISULFURO
CISTEINA 516 (DOMINIO 1)
CISTEINA 704 (DOMINIO 4)

Figura 11. Estructura cristalina del dominio hemopexina de la MMP-9 (PDB 1ITV) D1, D2, D3 y D4 Subdominio 1, 2,
3y 4 del dominio PEX9 [130].

Se han generado proteinas recombinantes del dominio hemopexina y se ha observado
que puede estar presente como mondémero y como dimero. La formacion de dimeros no
depende de puentes disulfuro, sino de interacciones hidrofdbicas entre las dos moléculas y por

esta razon, se ha sugerido que es clave en la formacion de multimeros de MMP-9 [130].

El dominio PEX9 une la MMP-9 a diferentes proteinas por lo que estd implicado en
numerosas funciones. Es el dominio responsable de interaccionar con diferentes sustratos
como gelatina, colageno tipo |, tipo IV, fibrinégeno y elastina. La afinidad por estos sustratos es
mayor cuando la MMP-9 no estd activada y mantiene el propéptido [163, 164]. El PEX9
también media la unién de la MMP-9 con los inhibidores TIMP-1 y TIMP-3 pero la funcién

exacta de esta union aun no ha sido resuelta [145]. Es un dominio esencial en la endocitosis y
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en el catabolismo de la MMP-9 debido a su unién a proteinas de la membrana celular como los
receptores LRP-1 y LRP-2. También se puede unir al heterodimero Ku70/Ku80, que tiene como
Unica funcidon mantener la enzima en la superficie celular [114, 152, 165]. En los ultimos afios
se ha descubierto que la MMP-9 tiene capacidad de autocatalisis cuando, a través del dominio

hemopexina se une a otras proteinas como a la f-hematina [166].

Se ha demostrado que el dominio hemopexina de la MMP-9 puede jugar un papel muy
importante en la regulacion de procesos cancerigenos como la migracién, supervivencia,
angiogénesis y proliferacién y que, dependiendo del tipo celular esta regulacién puede ser
positiva o negativa. El PEX9 es capaz de inhibir la migracién de células de cancer de colon
metastasico (linea celular SW620) mientras que esto no se produce en las células de tumor
primario que aun no se han movilizado a otros nichos (linea celular LS1749) [164]. Por otro
lado, se ha observado que una deleccion del dominio hemopexina inhibe la induccidn de la
migracion por MMP-9 en la linea celular de fibroblasto COS-1 [167]. También se han realizado
estudios en células Schwann, donde PEX9 induce la migraciéon y activa diferentes vias de
sefializacién como Akt y Erk al unirse al receptor LRP-1 [168]. En modelos de xenotransplante
de glioblastoma, el dominio hemopexina inhibe la angiogénesis y retarda el crecimiento [169].
Ademas se han generado diferentes compuestos cuya diana es el PEX9 y que son capaces de

inhibir la migracién celular [170].

MMP-9 EN LLC

Existen numerosos estudios indicando el importante papel de la proMMP9 en el
progreso de la leucemia linfocitica crénica B. Trabajos previos han demostrado que las células
LLC producen y secretan mayoritariamente la metaloproteinasa MMP-9, sin detectarse la
presencia de MMP-2, MT-MMP-1 o el inhibidor de MMP-9 TIMP-1 [171, 172], ademas la
proMMP-9 es expresada por las células de LLC a concentraciones mucho mayores en linfocitos
B de individuos sanos [171, 173], de manera que altas concentraciones de proMMP-9 en el

suero de los pacientes indican un mal prondstico de la enfermedad [13, 17].

Otro datos que corroboran la importancia de esta enzima En el progreso de la
enfermedad es que las células LLC presentes en sus nichos como médula dsea o nddulos

linfaticos producen mas cantidad de esta enzima [171, 173].

Se ha demostrado que la inhibicidn de la actividad enzimatica de MMP-9 reduce la
migracion a través de colageno de tipo IV o de monocapas de células endoteliales [173], que el

tratamiento con interferones, o el bloqueo del VEGF y TNF-a enddgeno de las células LLC
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disminuye la sintesis de MMP-9 por estas células. Ademas, la expresion constitutiva de MMP-9
en células LLC parece estar regulada por la sefializacion inducida por p38MAPK, y la inhibicion

de esta ruta reduce la expresién de la metaloproteinasa [151].

En nuestro laboratorio se ha demostrado la importancia de esta enzima para la
migracion de las células LLC ya que inhibiendo in vitro la proMMP-9 enddgena, se bloquea la
invasion celular [172]. Ademas la produccién de proMMP-9 se incrementa en las células LLC
tras la estimulacion de la integrina a41, y los receptores de quimio quinas CCR7 y CXCR4 [172,
174]. También se ha descrito que la MMP-9 puede localizarse en la membrana de células LLC a
través de la integrina a4B1 y la molécula de adhesidon CD44 y que esta asociacidn inhibe la
migracion celular y genera una seializacidn intracelular, induciéndose una inhibicion de la

apoptosis [40]

61



62



Objetivos







Interaccion de MMP-9 con células de LLC: caracterizacion bioquimica y funcional

OBIJETIVOS

proMMP-9 es capaz de unirse a células LLC y regular su migracién y supervivencia,
contribuyendo por tanto a la progresion de la LLC. Con el fin de ayudar al disefio de posibles
inhibidores que bloquearan esta interaccién y sus consecuencias funcionales, nos propusimos

los siguientes objetivos concretos:

1. Caracterizar la union de proMMP-9.

1.1 Determinacion de los receptores implicados
1.2 Andlisis de los efectos funcionales derivados de esta unidn
1.3 Identificacidn de los sitios de proMMP-9 responsables de su interaccién con

células LLC

2. Analizar la posible regulacion reciproca entre VEGF y proMMP-9, ambas abundantes

en el microambiente de la LLC.

2.1 Regulacién de proMMP-9 por la unidn de VEGF a sus receptores celulares
2.2 Estudio de la posible regulacion de factores angiogénicos por proMMP-9 y

PEX9
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Cultivos celulares y purificacion de células LLC

Las lineas celulares humanas, K562 y K562-a4 y las células LLC primarias se cultivaron
en medio RPMI 1640 (Lonza, Basel, Suiza) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS)
(Biowhittaker, Verviers, Bélgica), 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina (Gibco
Invitrogen o Lonza). La linea celular MEC-1 fue cultivada en medio IMDM (Lonza, Basel, Suiza)

con un 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina (Gibco Invitrogen).

Los linfocitos de leucemia linfocitica crénica se aislaron de la fraccion mononuclear de
sangre periférica de donantes con esta patologia utilizando un gradiente de densidad de Ficoll-
Hypaque (1,077 g/ml, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). En los casos en los que
la poblacidn de linfocitos B fue menor a 80% (detectados por citometia de flujo marcando el
con un anticuerpo anti-CD19) se purificaron mediante seleccién negativa usando bolas
magnéticas (Dynal ASA, Oslo, Noruega) conjugadas con anticuerpos anti-CD3. Las

caracteristicas de los pacientes utilizados en esta tesis doctoral se detallan en |la Tabla 4:

Paciente Sexo/Edad Estadio  CD38/ZAP70° a4 (%) Estado Ig
1 M/56 B/I -/~ ND Mutado
2 M/34 B/I —/+ ND Mutado
3 M/62 A/0 +/+ ND No mutado
4 F/65 A/0 -/+ 71 No mutado
5 M/75 A/O +/+ 65 No mutado
6 M/72 A/0 -/ND ND ND
7 F/75 B/l +/+ ND No mutado
8 F/49 A -/~ ND Mutado
9 M/83 B/II +/- 25 No mutado
10 M/65 A -/ND ND ND
11 F/65 B/l -/ND ND ND
12 F/73 A/l —/+ 73 Mutado
13 M/51 B/II -/ND ND Mutado
14 M/63 B/l +/+ 35 ND
15 M/77 A/0 -/~ ND Mutado
16 F/67 B/l -/ND 71 ND
17 F/54 B/II -/ND 55 No mutado
18 M/43 A/0 -/- 29 Mutado
19 M/81 A/0 -/ND 57 Mutado
20 M/56 C/IvV -/- 88 No mutado
21 M/58 B/II +/+ 48 No mutado
22 M/67 B/l -+ 20 Mutado
23 M/69 c/Iv +/+ 37 ND
24 F/83 c/Iv -/+ 74 Mutado
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Paciente Sexo/Edad Estadio  CD38/ZAP70° a4 (%) Estado Ig

25 M/70 B/II +/+ 75 No mutado
26 M/64 A/l -/- 78 Mutado
27 M/80 A/l -/+ 81 No mutado
28 M/77 B/I +/+ 82 ND

29 M/83 B/II +/+ 43 No mutado
30 M/68 B/II -+ 12 Mutado
31 M/59 C/IvV +/+ 30 No mutado
32 M/85 c/Iv +/ND 25 Mutado
33 F/73 A/ll -/- 76 Mutado
34 M/60 A/0 +/- 37 ND

35 M/69 c/Iv -/+ 74 ND

36 M/70 B/II +/+ 75 No mutado
37 M/79 B/II +/- 43 No mutado
38 M/68 B/l -/ND 12 ND

39 M/59 C/IvV +/+ 30 No mutado
40 M/64 A/l +/ND 35 Mutado
41 M/48 B/I +/+ 10 ND

42 F/54 A/0 +/ND 93 No mutado
43 M/68 ND +/ND 36 ND

44 ND ND +/ND 99 ND

45 F/70 c/Iv +/ND 80 ND

46 M/66 B/l +/+ 91 ND

47 M/63 B/l +/ND 61 ND

48 F/69 c/Iv +/ND 99 ND

49 M/62 ND +/ND 90 ND

Tabla 4: Pacientes utilizados en esta tesis doctoral y caracteristicas clinicas mas relevantes.

F=Fenemenino (Female), M= Masculino (Male) ND=no determinado

Las células endoteliales procedentes de corddn umbilical humano (HUVECs) fueron
obtenidas de DMSZ, Lonza y se cultivaron sobre una base de gelatina al 0,2% (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EEUU), en Medium 199 (Gibco Invitrogen) suplementado con un 15% FBS, 5% de
heparina y 50 pg/ml de factor de crecimiento de células endoteliales (ECGF) preparado a partir

de cerebro bovino.
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Anticuerpos, proteinas, soluciones, reactivos y péptidos

a) Anticuerpos

Los anticuerpos empleados en este trabajo se muestran en la siguiente Tabla (Tabla 5):

Actin (3853)

Alexa 488, 568

CcD19

fosfo-Lyn Tyr396
f-STAT1 Tyr701 (sc-8394)
GST (sc-459)

Histona H4

HP1/2 (anti-alpha4)
HP1/7 ( anti-alpha4)
HP2/9 ( anti-CD44)
HRP-labeled Ac

Lyn (2732)

Mcl-1 (sc-819)
MMP-9 (sc-6841R)
P1D6 (anti-alphab)
STAT1 (sc-464)
TS2/16 (anti-betal)
VEGFR2 (flk) (sc-504)
CD 19

CD5

Tabla 5. Anticuerpos utilizados.

b) Reactivos:

Reactivos

Acido Hialuronico

Ampli Taq polimerasa
BCECF-AM

CXCL-12 (SDF-1)
Fibronectina

Gelatin

Glutation agarose-Matrix
Hiperfect Transfection Reagent
Inhibidor VEGFR2
Matrigel

Nanosep 3K

pPGEX4T3 vector

PIGF

proMMP-9

Sigma

Molecular Probes

Diaclone (Besangon, France)
Abcam

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Upstate

Dr Francisco Sanchez Madrid
Dr Francisco Sanchez Madrid
Dr Francisco Sanchez Madrid
Dako

Cell signalling

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Dr Francisco Sanchez Madrid
Santa Cruz Biotechnology

Dr Francisco Sanchez Madrid
Santa Cruz Biotechnology
Diaclone

Genprobe

Casa comercial
Sigma

Applied Biosystems
Molecular Probes
R&D systems
Purificada como se ha descrito[175]
Sigma-Aldrich
Sigma

Qiagen

Calbiochem

BD Biosciences

Pall &co

GE Healthcare
Peprotech

THP-1 cells
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proMMP-9 Calbiochem

Protein A sepharose column GE Healthcare

siRNAs Ambion

TNF-a R&D systems

TNF-a R&D 210TA

Transwell filters Costar

VCAM-1 R&D systems

VCAM-1 Purificada como se ha descrito [176]
VEGF Peprotech

Tabla 6. Reactivos y la casa comercial donde se obtuvieron.

c) Péptidos:

Los péptidos y sus secuencias utilizados en este trabajo, marcados o no con 5(6)-
carboxifluoresceina, se encuentran en la Tabla 7 y fueron generados a través de un

sintetizador automatico (AMS 422, ABIMED Analysen-Technik GmbH, Langenfeld, Germany).

Péptidos CS1y CS3 Secuencia de amino acidos 500pug/ml=pM
Cs1 LVTLPHPNLHGPEILDVPST 183,0
Cs3 TSGQQPSVGQAMIFEEHGFR 183,0
Péptidos derivados de D3D4

P1 (621-640) RGKMLLFSGRRLWRFDVKAQ 202,8
P2 (638-657) KAQMVDPRSASEVDRMFPGV 2252
P3 (654-674) FPGVPLDTHDVFQYREKAYFC 197,5
P4 (672-691) YFCQDRFYWRVSSRSELNQV 193,5
P5 (689-707) NQVDQVGYVTYDILQCPED 2273
Péptidos derivados de P3

P3a FPGVPLDTHDVFQYREK 2441
P3b PLDTHDVFQ 427,4
P3arv KERYQFVDHTDLPVGPF 255,1
P3am FPGVPLATHAVFQYREK 2441
Péptidos fluoresceinados derivados de P3, CS1y CS3

CF-P3a CF-FPGVPLDTHDVFQYREK 215,7
CF-P3am CF-FPGVPLATHAVFQYREK 207,8
CF-CS1 CF-LVTLPHPNLHGPEILDVPST 199,4
CF-CS3 CF-TSGQQPSVGQQOMIFEEHGFR 190,8
Péptidos derivados de D1D2

P6 (523-543) FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW 2549
P7 (540-559) KYWRFSEGRGSRPQGPFLIA 209,0
P8 (557-576) LIADKWPALPRKLDSVFEER 212,5
P9 (574-590) EERLSKKLFFFSGRQVWVYT 209,7
P10 (588-608) VYTGASVLGPRRLDKLGLGA 198,3
P11 (606-621) LGADVAQVTGALRSGRGK 2446
Péptidos derivados de P6

P6rv WYKGDKFLYLONGIEAIADF 254,9

Tabla 7. Péptidos: CF:5(6)-carboxifluoresceina. D: Dominio, P: Péptido, rv: reverse invertido, m: mutado.
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Citometria de flujo

1 x 10° células de LLC fueron incubadas durante 30 min a 42C con los anticuerpos
primarios especificos para cada proteina en el buffer de citometria (BSA 1%, Acida Sddica
10mM, PBS 1x) en el caso de anticuerpos policlonales de conejo se afiadié gammaglobulinas
humanas (10 pug/ml) con el fin de bloquear y evitar las uniones inespecificas. Tras un paso de
lavado mediante centrifugacion en PBS frio, las células se incubaron durante 30 min a 42C en
oscuridad con los anticuerpos secundarios conjugados con FITC (Molecular Probes, Eugene,

OR.), analizdndose finalmente en un citémetro de flujo (Coulter Epics XL).

Ensayos de unidn soluble.

1 x 10° células de LLC fueron incubadas con las proteinas a estudiar (0.4 pM Y 0.6 pM
de GST-PEX9, GST-B1B2, GST-B3B4 para LLC Y MEC-1 respectivamente, 120nM de proMMP-9)
durante 30 minutos a temperatura ambiente en el medio de citometria (BSA 1%, Acida Sddica
10 mM, PBS 1x). Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos primarios especificos para
cada proteina durante 30 minutos a 42C y a continuacién con los anticuerpos secundarios
marcados con los fluorocromos correspondientes durante 20 minutos a 42C. Las proteinas en

superficie se detectaron mediante citometria de flujo.

Ensayos de adhesidn celular.

Placas de 96 pocillos fueron tapizadas (O/N 42C) con las diferentes proteinas a las
concentraciones indicadas (0.4 uM Y 0.6 uM de GST-PEX9, GST-B1B2, GST-B3B4 para LLC y
MEC-1 respectivamente, 120 nM de proMMP-9, 36nM Fn, 18nM VCAM, 0.4 puM 4cido
hialurdnico). Previamente a la adhesidn, las células fueron marcadas con 2’, 7’-bis (carboxietil)-
5 (6’)-carboxifluorescein-acetoximetil ester (BCECF-AM) (Molecular Probes, Leiden, Paises
Bajos) durante 30 minutos a 372C. Las células se resuspendieron en medio de adhesiéon (RPMI
1640, 0,5% BSA), a una concentracién de 1x10° células/ml y se afadidé 100 pl por pocillo en las
placas previamente tapizadas y bloqueadas con BSA 0,5 %. Tras una breve centrifugacion de 15
segundos para favorecer el decantamiento de las células al fondo del pocillo, las placas se
incubaron durante 1 hora a 372C. Se hicieron varios lavados con medio RPMI 1640 para
eliminar las uniones inespecificas. Posteriormente, las células adheridas se lisaron con 0,1%
SDS en PBS. La adhesidn se analizé mediante un lector de fluorescencia (PolarStar Galaxy, BMG
Labtechnologies, Offenburg, Alemania). En algunos casos las células fueron pretratadas antes
de poner en la placa con anticuerpos o péptidos indicados en cada figura para testar su posible

papel en la inhibicién de la adhesion.
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Ensayos de migracion e invasion in vitro

Para establecer las capacidades migratorias de las células se realizaron los siguientes

ensayos:
a) Quimiotaxis

5 x 10° células LLC fueron depositadas en la parte superior del filtro de cdmaras
Transwell de 5 um de tamafo de poro (Costar, Nueva York, USA). Las células LLC fueron
tratadas o no, con diferentes proteinas o anticuerpos en algunos experimentos.
Posteriormente los transwell se depositaron en placas de 24 pocillos en los cuales se habia
afiadido previamente 600ul de RPMI sin suero en presencia o no de CXCL12 (100 ng/ml). Tras
24 horas se analizé el porcentaje de migracién por citometria de flujo, cuantificando el nimero
de células que habian transpasado los transwell en condiciones constantes de tiempo y

velocidad de flujo.
b) Migracion transendotelial

Células HUVEC (7,5 x 10* por condicién) fueron plaqueadas en la parte superior del
filtro de cdmaras Transwell previamente tapizados con fibronectina (20 pg/ml). Tras alcanzar la
confluencia, las monocapas de HUVEC se incubaron durante 12 horas con TNF-a (15ng/ml)
(R&D systems) para inducir la expresién en superficie de VCAM-1 e ICAM-1. A continuacién se
afiadieron 10 x 10° células de LLC preincubadas o no con las proteinas o anticuerpos indicados
en cada pie de figura. En compartimentos inferiores se afadid con 600 ul de medio de
adhesion en presencia o ausencia de CXCL12 (100 ng/ml) (R&D systems). El nivel de migracion
celular fue analizado por citometria de flujo de manera similar que en la quimiotaxis. Tras la
migracion, las células HUVEC fueron tefidas con cristal violeta para excluir cualquier tipo de

alteracion de la integridad de la monocapa.
c) Invasion a través de matrigel:

Cadmaras de Transwell similares a las utilizadas en el ensayo de quimiotaxis fueron
tapizadas en la parte superior durante 30 minutos a 372C con 40ul de matrigel (BD,
Biosciences, Erembodegem, Bélgica) diluido previamente 1:3 en RPMI sin suero. En el
compartimento inferior se afiadieron 600 ul de RPMI sin suero en presencia o ausencia de
CXCL12 (100ng/ml). Posteriormente, se afiadieron 5 x 10° de células LLC pretratadas o no con
las diferentes proteinas o anticuerpos y tras 24 horas se analizd el porcentaje de células que

pasaron al pocillo inferior por citometria de flujo.
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En algunos casos se quiso estudiar el efecto de péptidos y anticuerpos en la invasién
celular, por lo que las células fueron preincubadas durante 30 minutos con las moléculas

indicadas en los pies de figura y posteriormente sometidas a los ensayos descritos.

Microscopia confocal

2 x 10" células se adhirieron a cubreobjetos previamente tapizados con poli-Lisina
(10pg/ml) (Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 2 horas a 379C. Tras realizar los tratamientos
correspondientes, se lavaron con PBS 1x y fueron fijadas durante 15 minutos con
paraformaldehido 1% en PBS 1x (Sigma-Aldrich) A continuacién fueron lavadas y bloqueadas
con PBS/1% BSA durante 1h. Se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con los
correspondientes anticuerpos primarios (10ug/ml), en presencia de gammaglobulinas.
Seguidamente, los cubreobjetos se lavaron de nuevo, y se incubaron durante 30 minutos con
los correspondientes anticuerpos secundarios (Alexa 488, Alexa 568y/o Alexa 647). Finalmente
las muestras fueron lavadas y montadas con Mowiol. Las imagenes fueron adquiridas con un

microscopio Leica TCS-SP2-AOBS-UV con un objetivo 63x de inmersion de aceite.

El programa Dye-Separation Leica software fue utilizado para analizar el grado de
colocalizacion de proteinas. Se generd una grafica de puntos (dot-plot) donde los ejes X e Y
corresponden a la intensidad de fluorescencia de los pixeles de cada canal. La region de
colocalizacion se asigna a aquellos pixeles en los que existan altos niveles de intensidad de

fluorescencia de ambos canales simultaneamente.

Western blotting

Tras lisar las células a 42C en solucidn de lisis (1% Nonidet P-40, 50 mM Tris-HCI pH 7,4,
100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 10% glicerol, 1 mM PMSF y 1 pug/ml de inhibidores de proteasas
(Roche Applied Science, Indianapolis, EEUU)), las proteinas fueron separadas en geles de
poliacrilamida entre el 8-12% en presencia de SDS y electrotransferidas a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las membranas fueron bloqueadas con 5%
de leche desnatada en TBS-0,1%Tween durante 1 hora, incubadas durante toda la noche con
los anticuerpos primarios correspondientes en solucién de bloqueo, y tras ser lavadas (0,1% de
Tween 20 en TBS) fueron finalmente incubadas 1 hora con anticuerpos secundarios
conjugados con HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca). Las proteinas se visualizaron usando el
substrato quimioluminiscente SuperSignal (Pierce, Rockford, IL, EEUU). En el caso de
cuantificacidn de las bandas, las imagenes fueron densitometradas en un densitémetro GS-800

(Bio-Rad Laboratories). En determinados ensayos, las membranas fueron sometidas a un
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proceso de stripping (3 lavados con buffer 1% Glicina, 1% SDS, 0,0005% NP-40, pH 2,2. a
temperatura ambiente para liberar los anticuerpos unidos). A continuacion, las membranas
fueron bloqueadas e incubadas con distintos anticuerpos para cuantificar la carga total de

proteina, siguiendo el mismo método.

Co-Inmunoprecitacion

Para llevar a cabo las inmunoprecipitaciones las células LLC (10 x 10°) fueron lisadas en
el buffer 20 mM trietanolamina, 300 mM NacCl, 2 mM EDTA, 20% glicerol, 10 uM Na3VO,, 1
ug/ml de inhibidores de proteasas y un 1% de digitonina (Sigma-Aldrich). Los lisados fueron
preaclarados durante 3 horas a 42C con proteina A o proteina G sefarosa (Amersham
Biosciences Europe, Barcelona, Spain), segun la especificidad del anticuerpo, para eliminar las
uniones inespecificas, y posteriormente los sobrenadantes incubados con los anticuerpos
correspondientes, seguido del acoplamiento especifico de dichos anticuerpos a bolas de
proteina A o proteina G sefarosa. Las proteinas unidas fueron eluidas en solucién de Laemmli,

resueltas por SDS-PAGE y analizadas por Western blot.

Zimografia

Para detectar la actividad de la metaloproteinasa (pro)MMP-9 se realizaron ensayos de
zimografia. Los sobrenadantes de 2.5 x 10° células cultivadas en medio sin suero sobre
distintos sustratos o tratadas con diferentes proteinas, fueron recogidos tras 24 horas, se
concentraron 100 veces (columnas Nanosep 3K, Pall Co., Ann Arbor, Ml) y se resolvieron en
condiciones no reductoras mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% en
presencia de 1% de gelatina (Sigma-Aldrich). Posteriormente, los geles fueron lavados tres
veces con 2.5% de Triton X-100 en agua, y se incubaron 16 horas a 372C en solucién de
reaccion enzimatica (50mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM CaCl, 200mM NaCl). Finalmente, la
actividad gelatinocitica de la (pro)MMP-9 fue detectada mediante tincién del gel con una

solucién de 0,2% Coomassie/Acido Acético.

Ensayos de supervivencia celular

La viabilidad celular se analizé a través del marcaje de fosfatidilserinas, las cuales se
exponen hacia el exterior en la membrana plasmadtica cuando las células entran en apoptosis,
utilizando el kit de Anexina V-FITC (Immunostep). Las células fueron resuspendidas en solucién
de unién (128 mM NacCl, 5 mM KCl, 5 mM MgSQ,, 1,2 mM CaCl, y 50 mM HEPES en H,0),
marcadas con Anexina-FITC durante 10 minutos en oscuridad y con yoduro de propidio (Sigma

Aldrich) y analizadas mediante citometria de flujo.
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Silenciamiento de proteinas por siRNA

Se disefiaron siRNA de doble cadena (Ambion, Austin, TX) correspondientes a
secuencias de las proteinas indicadas en la tabla. Antes de su utilizacidn se verificd que todas
las secuencias de siRNA utilizadas fueran especificas de sus dianas mediante busqueda en las
bases de datos NCBI Blast (frente al ggenoma humano). En la Tabla 8 se muestran las secuencias
de la hebra sentido de cada uno de los siRNAs utilizados. Para la transfeccion, en primer lugar
se preincubaron durante 10 minutos 2 pg de siRNA y 4,5ul del reactivo de transfeccién
HiPerfect ((Qiagen, Hilden, Germany) en 100ul de RPMI sin suero. Posteriormente, se afiadid
esta mezcla a las células LLC en RPMI con suero gota a gota. Las células transfectadas fueron
usadas a 16 horas en el caso de siRNA de B1, tras 24 horas para el siRNA de CD44 y STAT1. La

viabilidad de las células transfectadas fue analizado por annexina V y yoduro de propidio

mediante citometria de flujo.

siRNA

Subunidad B1 siRNA
CD44 siRNA
STAT11

Control siRNA

Secuencia

GGAAUGUUCCUAUUUUAACITT

GAACGAAUCCUGAAGACAUCUTT

CGGUUGAACCCUACACGAATT
AUUGUAUGCGAUCGCAGACITT

Tabla 8. Secuencias de los siRNAs utilizados en este trabajo.

Vectores de expresion y purificacion de proteinas de fusion a GST.

El vector de expresion que codifica para la proteina proMMP-9 fue donado por el Dr.
Santos Maries (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid, Espafia). El DNA de las diferentes
proteinas de fusién generadas fue amplificado mediante PCR y subclonado entre las dianas de
las enzimas de restriccién Eco-R1 y Xho-l en el vector pGEX4T3 (GE Healthcare, Palo Alto, CA,

EEUU) codificante para GST (Figura 12). En la siguiente Tabla 9 aparecen los oligos utilizados

para generar todas las construcciones. Los oligos se disefiaron en Sigma-Aldrich.

PEX9 F
PEX9 R
D1D2 F
D1D2R
D3D4 F
D3D4 R
D1F
D1R
D2 F

GAATTCCCCTTTGAGTCCGGTGGACG
CTCGAGCTAGTCCTCAGGGCACTGCA
GAATTCCCCTTTGAGTCCGGTGGACG
CTCGAGTCACCTGGGCCACGTC
GAATTCAGCCGACGTGGCCCAG
CTCGAGCTAGTCCTCAGGGCACTGCA
GAATTCCCCTTTGAGTCCGGTGGACG
CTCGAGTCCAGCTTGCGGGGCA
GAATTCACCGCTGGACTCGGTCTTTG
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D1D2
D1D2
D3D4
D3D4
D1
D1
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D2R CTCGAGTCACCTGGGCCACGTC D2

D3 F GAATTCAGCCGACGTGGCCCAG D3
D3R CTCGAGTCCAAAGGCACCCCGG D3
D4 F GAATTCTTTGGACACGCACGACG D4
D4R CTCGAGCTAGTCCTCAGGGCACTGCA D4

Tabla 9. Oligos (Sigma Aldrich) para generar las diferentes proteinas de fusién con GST

Las proteinas GST y de fusidon con GST generadas, fueron expresadas en bacterias
termocompetentes DH5a Escherichia coli, tras su induccién con isopropyl-1-thio-B-D-
galactopyranoside, fueron lisadas en buffer 1.5 M NaCl, 0.5 M Tris, 50 mM Na,EDTA, 10%
Tritdn por sonicacidn. Tras la lisis, se centrifugd y dependiendo de las proteinas recombinantes
estas fueron detectadas en el medio soluble o en el pellet formando cuerpos de inclusion. Las
proteinas encontradas en el sobrenadante fueron GST, GST-D1, GST-D2 y GST-D3 y fueron
purificadas con una columna de Glutation agarosa (Sigma Aldrich). El resto de las
construcciones (GST-PEX9, GST-D4, GST-AD1, GST-AD2, GST-AD3 y GST-AD4) fueron
solubilizadas en una solucidn 1x PBS, 1% sarkosyl. Una vez solubles estas proteinas no eran
capaces de unirse a la columna de glutatién agarosa debido al gran porcentaje de detergente
en el medio, de manera que se purificaron por electroelucion SDS-PAGE y posteriormente se
dializaron frente a PBS 1x. . La pureza de las proteinas de fusién se analizd en geles de

acrilamida con azul de coomasie y por western-blot.

GAATTCCCCTTTGAGTCCGGTGGACG ACGTCACGGGACTCCTGATCGAGCTC
AGCCTCTGG.....CCCTTTGAGTCCGGTGGAC. ........... TACTGCAGTGCCCTGAGGACTAG

pucC 0r| PEX9
Producto de PCR
GST-PEX9
proMMP-9
Kan/Neo v
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Figura 12: Esquema del procedimiento seguido para generar la proteina de fusion GST-PEX9.

Preparacion del anticuerpo policlonal anti-P3.

En primer lugar se prepard el inmundgeno. Para ello se acopld la proteina portadora
“keyhole Limpet Hemocianina” (KLH) (Calbiochem) a el sulfo-succinimidyl-4-(N-
malenidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate)” en una proporcién molar de 1:6000 1 hora a
309C. A continuacidn, se eliminé el exceso de reactivo por filtracion en gel en una columna
PD10. Una vez acoplado y dializado se mezcld con el péptido P3 en una proporcién de 1:3000
en un tampodn de 0,1M fosfato a pH 7,6 durante toda la noche a 42C en oscuridad y se dializé
frente a PBS. Para la obtencién del anticuerpo se inmunizé un conejo New Zealand con 250ug
de P3-KLH en adyuvante Freud’s por inyecciones subcutdneas en diferentes zonas. Se continué
con el protocolo de inmunizacién inyectando 125ug del antigeno durante 3 semanas. El
siguiente paso fue testar la presencia de anticuerpos frente a este péptido. Se extrajo la
sangre, se recogid el suero y se purifico el anticuerpo anti-P3 en una columna de Sefarosa-A
(GE Healthcare). La especifidad del anticuerpo se analizé por medio de la técnica Elisa,
inmovilizando los péptidos a una concentracién de 8 UM o las proteinas a 2 uM usando el

suero pre-inmune IgG como control.

Analisis mediante trascripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa

(RT-PCR).

Los estudios de expresidn génica se iniciaron con la evaluacidn del tipo y cantidad de
los ARN mensajeros (ARNm) especificos para cada proteina. Para ello se realizd la extraccion
del ARN total, se extrajo el RNA de 10 x10° células con Trizol y se siguid el protocolo de la casa
comercial. Para la obtencién del cDNA se utilizé la enzima m-MULV (Fermentas). Después se
amplifico el cDNA con la Taqg polimerasa (Applied Biosystems,Foster City,CA) utilizando los
primers y las condiciones de PCR resumidas en la tabla 10 y 11. Como control de carga y de

expresion se utilizo GAPDH.

10 min 952eC Desnaturalizacién Inicial
1min 95eC Desnaturalizacién
21 ciclos Imin 60eC Anillamiento
2min 72°C Extension
10 min 722C Extension Final

Tabla 10. Condiciones de las PCRs realizadas en este trabajo.
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Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa del 1-1.8 % (p/v), con
Bromuro de etidio. Como control de carga, se desarrollé para cada muestra la RT-PCR para la

GAPDH, usando los oligonucleétidos correspondientes.

Las PCR cuantitativa se llevaron a cabo con iQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) y con los primers indicados en la Tabla 11, se realizaron triplicados
de cada condicién se utilizé el Termociclador Lightcicler 480 (Roche), como control para
normalizar los datos se utilizd la expresion de la proteina TBP y se analizaron los datos

obtenidos con el Software reléase 1.5.0. de Roche usando el método AACT para cuantificar.

Nombre Oligos 5°-3°

MMP-9 F TGGGCTACGTGACCTATGAC
MMP-9 R CAAAGGTGAGAAGAGAGGGC
CD19F TCTTCAACGTCTCTCAACAG
CD19R AGGTGGAATGACATGGTCA
GAPDH F GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCA
GAPDHR CGGCCATCACGCCACAGTTTC
PCR cuantitativa Oligos 5°-3°

MMP-9 F GAACCAATCTCACCGACAGG
MMP-9 R GCCACCCGAGTGTAACCATA
VEGF F GCAGCTTGAGTTAAACGAACG
VEGF R GGTTCCCGAAACCCTGAG
TBP CGGCTGTTTAACTTCGCTTC
TBP CACACGCCAAGAAACAGTGA

Tabla 11. Secuencia de los oligos utilizados para llevar a cabo PCRs en este trabajo.

Ensayos de invasién homing y migracidn in vivo.

Para analizar la capacidad de inhibicion de la invasion y migracion de células LLC in vivo
se inyectaron de forma intravenosa 10 x 10° células en la cola de ratones inmunodeprimidos
NOD/SCID de 6-8 semanas de edad. Tras 24 horas, se les extrajo el bazo, y la medula ésea y se
disgregaron los tejidos. La presencia de células en los distintos organos se analizé por
expresion de CD19 humano mediante extraccion de RNA y posterior RT y PCR, se utilizé como
control GAPDH de ratén. Algunos ratones fueron inyectados con células LLC previamente

incubadas con distintas proteinas.

En otros ensayos similares se inyectaron células LLC marcadas previamente con el
colorante vital CFSE (Invitrogen). Transcurridas 3 horas se sacrificaron los animales y se
extrajeron la medula ésea, el bazo y la sangre periférica. Los drganos se disgregaron, se

analizd la presencia de células mediante citdmetro.

80



Analisis de la afinidad de unién soluble de los péptidos a las células LLC.

1 x 10° células MEC-1 fueron preincubadas a temperatura ambiente simultdneamente
con 1 uM de los péptidos fluoresceinados y con concentraciones crecientes de los mismos
péptidos sin marcar en un volumen final de 100ul. Tras 60 minutos fueron centrifugadas y se
recogié el sobrenadante en el que se encontraba el péptido no unido, para analizar la
fluorescencia en un lector de placas. La cantidad de péptido unido se calculé al substraer al
input la cantidad de péptido libre que se encontraba en cada sobrenadante. Los andlisis de la

unién se realizaron usando la funcién empirica de Hill:

(F/F, )"
"1+ (FIF, )"

B es la concentracién del péptido Unido a la célula, B, es la maxima capacidad de unién, F es
la concentracidén de péptido libre, Fso es Bna/2 ¥ n es el coeficiente de Hill. Estos andlisis
permiten la estimacion de un valor de Ky y la comparacién de las propiedades de unién de los

diferentes péptidos. Para este analisis se utilizé el programa MATLAB.

Fraccionamiento nucleo citoplasma

10 x 10° células, preincubadas o no con las proteinas indicadas en los pies de figura, se
resuspendieron en 400ul del buffer de fraccionamiento A (10mM HEPES pH7,6, 10mM KCl,
0,1mM EDTA, 0,1mM EGTA, 0,75mM Spermidine, 0,75mM Spermine, 1mMDTT) con los
inhibidores de proteasas, tras 15 minutos en hielo se anadié 10% Nonidet-P40, se mezclé con
intensidad y se centrifugd obteniéndose en el sobrenadante la fraccidn citosélica. En el pellet
se encontraba la fraccidn del nucleo la cual fue lisada durante 20 minutos a 49C con 50 pl del
buffer B (20mM HEPES pH 7,6, 400mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, con los inhibidores de
proteasas). Tras esta incubacién se centrifugd para eliminar el material insoluble. Se realizd
una BCA para determinar la concentracién de proteina en cada fraccion. Se analizd por
western blot la misma cantidad de proteina de cada fraccién. Como control de la fraccion

nuclear se utilizé el Histona 4.

Ensayos de xenotransplante e inhibicion del crecimiento tumoral

10 x 10° células MEC-1 fueron inyectadas de forma subcutanea en ratones NOD/SCID
de 6-8 semanas, trascurridos 15-20 dias se empezaron a detectar tumores. A partir de este
momento se comenzo el tratamiento que consistid en inyectar 3 dias por semana 1 mg/kg/dia

(20 pg/ratén) de GST-PEX9 o 5 pg/ratén de anti-P3. Cuando los ratones control presentaron
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tumores de un tamafio aproximado de 500mm? los animales fueron sacrificados, se extrajo el

tumor y se analizé su tamafio (volumen y peso).

Ensayo de formacion de tubos con células HUVEC

En primer lugar se tapizaron pocillos de placas de 48 con 100 ul de matrigel y se
incubaron 30 minutos a 379C, a continuacidon se afiadieron 25 x 10° células HUVEC
previamente incubadas sin suero durante 2 horas. El siguiente paso fue afiadir los diferentes
tratamientos: PEX9 (0.4 uM), proMMP-9 (120 nM), LLC (1 x10° células) o el mismo nimero de
células de LLC preincubadas con las proteinas PEX9 y proMMP9. Se dejaron las placas en el

incubador durante 6 horas y se tomaron fotografias con el microscopio (Nikon eclipse TE300).

Analisis estadistico

La prueba T de Student fue utilizada para analizar las diferencias estadisticamente
significativas entre medias de pares de datos. Para tres o mas condiciones, los datos fueron
analizados mediante analisis de la varianza (ANOVA) seguido de un analisis de comparacion
multiple de Tukey-Kramer. En ambos tipos de analisis el nivel de significacion fue p < 0,05. Las

diferencias significativas fueron representadas como *** p < 0,001, ** p< 0,01y * p <0,05.
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Resultados







Interaccion de MMP-9 con células de LLC: caracterizacion bioquimica y funcional

LA proMMP-9 SE UNE A CELULAS LLC A TRAVES DE LA INTEGRINA
A4B1 Y DE CD44 INHIBIENDO LA MIGRACION CELULAR Y LA
APOPTOSIS.

La proMMP-9 es capaz de unirse a la superficie de las células LLC a través del
complejo formado por la integrina o481 y CD44v.

Resultados anteriores del laboratorio, han demostrado que aunque la proMMP-9 es
secretada principalmente al medio por las células LLC, también es capaz de unirse a su
membrana celular. Asi tras la administracién de proMMP-9 exdgena a células LLC se detectd

(pro)MMP-9 en membrana por citometria de flujo (Figura 13)[177]

- proMMP-9  + proMMP-9

Figura 13. La proMMP-9 se une a la superficie celular de
LLC: Células LLC fueron incubadas con proMMP-9 (110 nM),
tras 30 minutos se lavaron y se analizé la unién de proMMP-
9 a la superficie celular por citometria de flujo con la
utilizacién de un anticuerpo especifico anti-MMP-9

A continuacion, nos propusimos estudiar
los receptores a los que se unia la (pro)MMP-9 en la membrana, y para ello, se realizaron
experimentos de coinmunoprecipitacion de la (pro)MMP-9. Estos ensayos mostraron una
asociacion directa de la (pro)MMP-9 con la integrina a4f31 y CD44, en concreto con una forma
variante de esta proteina de mayor tamafio (190kDa) que la forma estandar CD44H (85/95kDa)
(Figura 14A) [177].

También se realizaron andlisis de inmunofluorescencia para confirmar la colocalizacion
de la (pro)MMP-9 con la integrina a4B1 y CD44v. El andlisis de las imagenes de microscopia
confocal revelé que, en efecto, existe una colocalizacion de la (pro)MMP-9 con las dos

proteinas de membrana, que actian por tanto como un complejo de unién (Figura 14B).

Para confirmar los resultados anteriores, se realizaron ensayos de adhesidn sobre pro-
MMP-9 pretratando las células con diferentes agentes bloqueantes de los receptores a4f1 y
CD44, como anticuerpos especificos (HP2/1, HP1/7, HP2/9), péptidos (CS1, CS3) o siRNAs
especificos. Los resultados obtenidos muestran una disminucién de la adhesion a proMMP-9
cuando las células fueron tratadas previamente con los inhibidores de la integrina, el péptido
CS1 y el anticuerpo HP2/1 y con el anticuerpo inhibidor del CD44 (HP2/9). No sucedid lo

mismo con el anticuerpo HP1/7 o el péptido control CS3. Esta disminucidn también existia en
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aquellas células en las que se silenci6 la integrina a41 y el CD44 por medio de siRNAs (Figura

14C).
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Figura 14. La (pro)MMP-9 se une a la membrana celular a través de la integrina a4p1 y el CD44v: (A) Lisados de
células LLC fueron inmunoprecipitados con anticuerpos control o anti-MMP-9. El Western blot fue realizado con
anticuerpos anti-a4, anti-B1, anti-CD44 y anti-CD45 (anticuerpo control negativo). (B) Analisis mediante microscopia
confocal de la colocalizacion de proMMP-9 con la integrina a4p1 y CD44v. (C) Células LLC transfectadas con siRNA
control o con siRNA de B1 o CD44 o preincubadas o no con las moléculas indicadas, fueron sometidas a ensayos de
adhesion sobre proMMP-9 (110nM) (1hora, 372C). (*p<0,05; **p< 0,01).

La unidon de proMMP-9 a la membrana celular de células LLC requiere la
presencia del dominio hemopexina PEX9 y da lugar a una inhibicion de la
migracion transendotelial y de apoptosis.

Una vez determinados los receptores celulares a los que se une la proMMP-9 se
analizaron los dominios estructurales de la proMMP-9 implicados en esta unién. Para ello
utilizamos las proteinas recombinantes donadas por el Dr. Ghislain Opdenakker (Leuven,
Bélgica) que contienen la proMMP-9 completa (rproMMP-9) o delecciones en el dominio
hemopexina (APEX9) o PEX9 mas el dominio O-glucosidico (APEX90G). Utilizamos también una
proteina con una mutacién en el glutdmico 402 a alanina, que bloquea la actividad catalitica
(Figura 15A). Se analizé la capacidad de unién de las células LLC a estas proteinas y como se
observa en la Figura 15B, las células LLC fueron incapaces de unirse cuando no estaba presente
el dominio PEX9, mientras que si se unen a la proteina mutante inactiva al mismo nivel que a la
proMMP-9 completa. Estos datos sugirieron que el dominio PEX9 es esencial para la union de
la proMMP-9 a la membrana y que la actividad catalitica de la MMP-9 no parece ser necesaria

para esta union.
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Interaccion de MMP-9 con células de LLC: caracterizacion bioquimica y funcional
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Figura 15. La proMMP-9 se une a las células de LLC a través de su dominio hemopexina: (A) Esquema de las
proteinas recombinantes modificadas de la proMMP-9. (B) Analisis de la adhesién de células LLC a las proteinas
mostradas en (A). (***p<0,001).

Una vez establecido que (pro)MMP-9 es capaz de unirse a células de LLC a través de
04B1 y CD44v estudiamos las posibles consecuencias funcionales de esta unién. Como se
observa en la Figura 16A, la incubacién de las células LLC con proMMP-9 (60nM-110nM)
inhibia la migracién celular en respuesta a CXCL12. Este efecto era especifico y mediado a
través de los receptores de (pro)MMP-9 mencionados, ya que el silenciamiento de estos con
siRNAs especificos revertian el efecto inhibitorio de la proMMP-9, y esto no se observaba en
las células transfectadas con el siRNA control. Los mismos resultados se consiguieron al
preincubar las células con anticuerpos inhibidores de los receptores de proMMP-9 como anti-

CD44 y anti-a4 y no con el anticuerpo control Figura 16A.

Ademds, se confirmé la importancia del dominio PEX9 en esta inhibicién, realizando
experimentos de migracién transendotelial con células previamente incubadas con las
proteinas recombinantes APEX9 y AOGPEX9. Como muestra la Figura 16B, estas proteinas no
inhibian la migracidon de células LLC, mientras que la proMMP-9 completa si lo hacia. Estos
resultados confirmaron la importancia del dominio PEX9 en la uniéon de la proMMP-9 a células

LLC y por lo tanto a las posteriores funciones (Figura 16).
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Figura 16: El bloqueo de la unién de proMMP-9 a la integrina a4fl y a CD44v o la ausencia del dominio
hemopexina, inhiben la accion de la proMMP-9 en migracion: (A) Células LLC fueron transfectadas o no con siRNAs
control o siRNAs B1, o CD44, o pretratadas con inhibidores de la subunidad a4 o de CD44 y se analizd su migracion
transendotelial a través de células HUVEC. (B) Ensayo de migracién transendotelial con células LLC incubadas con las
proteinas indicadas (110nM). (**p< 0,01, ***p<0,001).

Como se ha mencionado en la introduccién, el ambiente celular en el que se
encuentran las células LLC in vivo es esencial para su supervivencia. La (pro)MMP-9 es una de
las proteinas que se encuentran en este microambiente, y por ello nos interesé analizar lo que
ocurria al cultivar las células LLC sobre proMMP-9 in vitro. Como se muestra en la Figura 17A
se observé una disminucién de la apoptosis espontanea en las células incubadas sobre
proMMP-9, que se revertia al inhibir los receptores celulares a4Bf1 y CD44. También
analizamos el papel del PEX9 en esta funcidn, observando que cuando se cultivaban las células
sobre las proteinas recombinantes con deleccion en este dominio no se observaba la
proteccion frente a apoptosis (Figura 17B). Sin embargo el mutante cataliticamente inactivo
MutE, si producia esta proteccidn corroborando los datos anteriores que sugerian un

importante papel de PEX9 y no de la actividad catalitica en este efecto.
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Figura 17. La proMMP-9 previene la apoptosis espontanea de células LLC: (A) Células LLC preincubadas o no, con
los inhibidores indicados, se cultivaron en placas de 96 pocillos tapizados o no con proMMP-9 (110nM). Tras 48
horas se analizé la viabilidad celular por medio de anexina V y yoduro de propidio. (B) Células LLC fueron incubadas
en placas de 96 pocillos tapizados o no con las proteinas recombinantes indicadas (110nM). Tras 48 horas se analizo
su viabilidad celular. El aumento de la supervivencia de las células sobre proMMP-9 fue significativo **p<0,01;
**%p<0,001.
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Interaccion de MMP-9 con células de LLC: caracterizacion bioquimica y funcional

Ademas, se analizd la ruta de sefalizacidon que daba lugar a induccidn de supervivencia

y se demostrd, que se producia una primera fosforilacion de la quinasa Lyn y una subsiguiente

fosforilacién del factor de transcripcion STAT-3 el cual se translocaba al nucleo para inducir la

transcripcion de la proteinas anti-apoptética Mcl-1 (Figura 18)[162].
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Con todos estos datos podemos concluir que la unién

Figura 18. La proMMP-9 induce la
fosforilacion de Lyn y de STAT3 y un
aumento en la expresion de Mcl-1
induciendo supervivencia celular: (A)
Células de LLC fueron tratadas con
proMMP-9 y tras 30 minutos se lisaron,
se inmunoprecipitd Lyn y se analizé la
expresion de Lyn total y p-Lyn con
anticuerpos especificos. (B) Células LLC
se trataron con proMMP-9 y tras 1 hora
(STAT3) y 24 horas (Mcl-1) se analizaron
las  proteinas indicadas con los
anticuerpos especificos.

de proMMP-9 a la membrana de

las células LLC requiriere el dominio PEX9 y que esta unidon inhibe la migracién e induce

supervivencia contribuyendo asi a la patogénesis de la enfermedad (Figura 19)
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Figura 19. Esquema que resume la unién de la proMMP-9 a la membrana de LLC y sus consecuencia funcionales.
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EL DOMINIO PEX9 DE PROMMP-9 SE UNE A CELULAS LLC A TRAVES
DE LA INTEGRINA a431 Y REPRODUCE LAS FUNCIONES INDUCIDAS
POR PROMMP-9 EN ESTAS CELULAS.

El dominio PEX9 se une a células primarias LLCy a la linea celular MEC-1 de
manera dosis dependiente a través de la integrina a4$1.

Tras comprobar que la proteina proMMP9APEX9 no era capaz de unirse a las células
LLC, quisimos estudiar qué sucedia con el PEX9 aislado. Para ello se prepard una proteina de
fusion GST-PEX9 (Figura 20A). Tras su purificacion, se comprobd su pureza con geles de

poliacrilamida tefidos con azul Coomassie y por Wester blot (Figura 20B).

En primer lugar, se analizé la capacidad de unidn de GST-PEX9 a células LLC primarias y
a la linea celular MEC-1. Para ello, se tapizaron pocillos de placas de 96 con diferentes
concentraciones de GST-PEX9 y de GST como control. Como se observa en la Figura 19C, las
células se adherian a GST-PEX9 de manera dosis dependiente, pero no a GST, indicando que la

adhesién observada era especificamente mediada por PEX9 (Figura 20C).
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Figura 20. El dominio PEX9 se une de forma dosis dependiente a células LLC: (A) Representacidén esquematica de
los dominios de proMMP-9 y de los subdominios de PEX9 (D1-D4) y descripcidn grafica de como se cloné el GST-
PEX9. (B) Comprobacién de la pureza del GST-PEX9 sintetizado por medio de geles de poliacrilamida tefiidos con
azul de Coomassie y por Western-blot revelados con un anticuerpo anti-MMP-9 o anti-GST. (C) Adhesidn de células
de LLC y MEC-1 sobre concentraciones crecientes de GST-PEX9 y GST. Tras 1 hora, se analizo el porcentaje de
celulas adheridas en cada pocillo.
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Interaccion de MMP-9 con células de LLC: caracterizacion bioquimica y funcional

Para determinar si la unidn celular a GST-PEX9 era mediada por los mismos receptores
descritos para proMMP-9 se preincubaron las células con diferentes inhibidores de la integrina
a4B1 (el anticuerpo HP2/1 y el péptido CS1), de CD44 (el anticuerpo HP2/9) o con anticuerpos
o péptidos control. Los resultados mostraron una fuerte inhibicion de la adhesion en células
tratadas con los inhibidores de la integrina pero no con el anticuerpo anti-CD44. Se corrobord
el buen funcionamiento del anticuerpo HP2/9 testando la adhesién celular a acido hialurdnico,

principal ligando de

100 — [ LLC (n=3) CD44 (Figura 21).
0 MEC-1

Figura 21. La unidn de células
MEC-1 y LLC primarias a
GST-PEX9 se produce a
través de la integrina a4f1:
Células MEC-1 y de LLC
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& (Jo&‘o ng\ Qg'\’\ <@ v §'\> oé\o Qg”\ UM para LLC y 0.4 uM para
< MEC-1) o acido hialurénico
GST-PEX9 Acido (0.4 uM). El bloqueo de la
hialurénico adhesion a GST-PEX9

producida por los inhibidores
de la integrina fue significativo (***p<0,001), asi como la inhibicidn del anti-CD44 en la adhesién a acido hilaurdnico
(**p<0,01).

Para confirmar la importancia de la integrina a4B1 en la uniéon a GST-PEX9, se
utilizaron células K562, tanto la linea parental, que expresa a5Bf1 pero no a4f1, como células
transfectadas con la subunidad a4 (K562-a4). La expresion de estas proteinas fue verificada
por citometria de flujo (Figura 22A). Se observd que las células K562 eran incapaces de unir
GST-PEX9 mientras que si se unian a fibronectina (FN), conocido ligando de a5B1, esta union
era bloqueada con el anticuerpo anti-a5B1 (P1D6) (Figura 22B). En cambio las células K562-a4
se adherian a la proteina GST-PEX9 y esta unidn era inhibida por el anticuerpo HP2/1, pero no

por el anticuerpo control HP1/7 (Figura 22B).
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Figura 22. El dominio PEX9 se une a las células K562-a4 pero no a la linea parental K562: (A) Analisis de la
expresion de las subunidades de las integrinas a4, a5 y B1 por citometria de flujo en las lineas celulares K562 y
K562-a4. (B) Estas lineas celulares previamente preincubadas o no con los inhibidores indicados, fueron sometidas a
ensayos de adhesién sobre GST (0.2 uM), GST-PEX9 (0.4 uM) y FN (0.036 uM). Tras 1 hora se cuantificd el
porcentaje de células adheridas (***p<0,001).

Tras el estudio de la adhesidon a GST-PEX9, se analizdé unién de GST-PEX9 soluble a las
células LLC. Se observd que GST-PEX9 en forma soluble se unia también a las células y que la
unién era bloqueada por inhibidores de la integrina a4f1. Como control negativo se utilizo la

proteina GST comprobandose la especifidad del dominio PEX9 (Figura 23).
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Figura 23. GST-PEX9 en forma soluble se une a células primarias LLC y MEC-1: Células de pacientes de LLC y de la
linea celular MEC-1 tratadas o no previamente con inhibidores de la integrina a4f1, fueron incubadas 30 min con
GST-PEX9 o GST (0.4 uM para LLC y 0.6 uM para MEC-1). Se detect6 la unién de PEX9 mediante citometria de flujo
por la incubacién con anticuerpos anti-MMP-9 o anti-GST. (*p<0,05 y **p<0,01).

Para corroborar los datos obtenidos, células LLC fueron transfectadas con siRNAs para
la subunidad B1 de la integrina a4B1 y de CD44. Tras comprobar el silenciamiento de estas
proteinas por Western blot (Figura 24 A) y por citometria de flujo (Figura 24 B), se realizaron
ensayos de adhesion a GST-PEX9. Los datos obtenidos mostraron que el silenciamiento de la
subunidad B1 inhibia significativamente la adhesion a GST-PEX9, mientras que el

silenciamiento de CD44 tenia un efecto mucho menor (Figura 24C).
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Figura 24. Efecto del silenciamiento de la subunidad B1 y de CD44 en la adhesion células LLC a GST-PEX9: Células
de LLC fueron transfectadas con los siRNAs de CD44 y B1. El silenciamiento se comprobé por Western blot (A) y por
citometria de flujo. (C) Analisis de la adhesidna GST-PEX9 de células LLC transfectadas con siRNA para B1 o siRNA
para CD44. La adhesion fue significativamente inhibida en ausencia de B1 (**p<0,01).

Se analizé también la unién de GST-PEX9 a células MEC-1 mediante microscopia
confocal. Las imagenes de la Figura 25 muestran que la sefial de GST-PEX9 colocaliza con la
expresion tanto de la subunidad a4 como B1. Esta colocalizacién corrobora los datos obtenidos
en los ensayos de adhesion y unién soluble, destacando el papel de la integrina a4f1 en la

union de GST-PEX9 a las células LLC.
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Figura 25. GST-PEX9 colocaliza con la integrina a4p1 en células MEC-1: MEC-1 incubadas o no con 0.6 uM GST-
PEX9, durante 30 minutos, fueron analizadas por microscopia confocal para detectar la posible colocalizacion de
GST-PEX9 con las subunidades de la integrina a4p. Utilizando los anticuerpos primarios correspondientes para cada
proteina (anti-MMP9, anti-a4, anti-B1 o anti-CD44)

La unidn del dominio PEX9 a las células de LLC provoca una inhibicion de la
migracion celular in vitro e in vivo.

Una vez analizada la adhesion de GST-PEX9 a las células de LLC nos dispusimos a
determinar su posible papel en migracién celular, ya que este proceso es muy importante en la
progresion de la enfermedad. Se realizaron experimentos de quimiotaxis (A), migracion
transendotelial a través de células HUVEC (B) y , ensayos de migracion con Matrigel (C) en
respuesta a quimioquina CXCL12. En todos los casos, cuando las células eran pretratadas con la

proteina GST-PEX9 la migracién disminuia (Figura 26).
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Figura 26. Migracion de células LLC tratadas con GST-PEX9 in vitro: Células de pacientes de LLC incubadas con 0.4
UM GST-PEX9 durante 30 minutos fueron sometidas a ensayos de quimiotaxis (A), migracidn transendotelial (B) e

invasion a través de Matrigel (C) en respuesta a la quimioquina CXCL12, En todos los casos la migracién se inhibia
manera significativa (**p<0,01).
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A continuacion quisimos comprobar si GST-PEX9 tenia algun efecto in vivo. Para ello, se
llevaron a cabo ensayos de migracion a diferentes tejidos (proceso denominado “homing” o
anidamiento)en ratones. Se inyectaron células de LLC por via intravenosa en la cola de ratones
NOD/SCID de 6 a 8 semanas. Tras 24 horas los ratones fueron sacrificados y se extrajo el bazoy
la médula ésea. La migracion celular a los distintos tejidos se determindé por PCR mediante
analisis del CD19 humano. Como se observa en la Figura 27A las células LLC migraron tanto a
bazo como a médula ésea y el proceso fue inhibido cuando las células habian sido pretratadas
con proMMP-9. Las células tratadas con GST-PEX9 mostraron una disminucion en la migracion
a médula dsea pero no a bazo, sugiriendo que el efecto del PEX9 se centra en la inhibicion de
la integrina a4B1, ya que se ha demostrado que la migraciéon a médula ésea es mediada por la
integrina a4B1 [81]. También se analizd la migracion de las células LLC in vivo por citometria de
flujo. Se inyectaron células LLC marcadas con el colorante vital CFSE y a las 3 horas se
sacrificaron los animales, se extrajeron la médula désea y el bazo y se colectdé la sangre
periférica . Estos érganos se disgregaron y con la sangre periférica se pasaron por el citometro
de flujo. Como se observa en la Figura 27B tanto la proMMP-9 como el GST-PEX9 inhibian

significativamente la migraciéon celular a ambos drganos.
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Figura 27. La incubacion de células LLC con GST-PEX9 inhibe la migracion a bazo y médula dsea: (A) Células de
pacientes de LLC pretratadas o no con 0.6 pM GST-PEX9 y 110 nM proMMP-9 fueron inyectadas de forma
intravenosa en la cola de ratones NOD/SCID. Tras 24 horas (A) o 3 horas (B), se analizé la migracion de las células a
los érganos indicados a través de RT-PCR (A) o citometria de flujo (B). La migracidn a esos 6rganos fue inhibida por
GST-PEX9 y proMMP-9 de manera significativa (**p<0,01). Bazo (BZ), Médula ésea (MO).

El cultivo sobre GST-PEX9 induce seiales de supervivencia en células LLC

Como ya habiamos demostrado que la proMMP-9 inducia supervivencia en las células
LLC [177], quisimos determinar si ocurria lo mismo con el dominio PEX9. Para ello analizamos
la modulacién de las proteinas Lyn y Mcl-1. Como se observa en la Figura 28 tanto la proMMP-
9 como el GST-PEX9 inducian un aumento de la fosforilacidon de Lyn y una mayor expresién de
la proteina anti-apoptdtica Mcl-1. Estos datos demuestran que GST-PEX9 es capaz de inducir

supervivencia celular con la misma eficiencia que la proMMP-9 completa.
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Figura 28. GST-PEX9 induce fosforilacion de Lyn y expresion de Mcl-1: Células LLC fueron cultivadas sobre
proMMP-9 (110 nM) o GST-PEX9 (0.2 uM) y se analizd, por Western blot, la fosforilacién de Lyn tras 30 minutos y de
Mcl-1 a las 24 horas. Los graficos de barras muestran las cuantificaciones obtenidas de los Western blots (**p<0.01).

El PEX9 inhibe el crecimiento tumoral de xenotransplantes de células MEC-1

Diferentes estudios en otros sistemas celulares habian demostrado que el PEX2 vy el
PEX9 eran capaces de inhibir el crecimiento de tumores en modelos de xenotransplante. Con
el fin de estudiar si PEX9 inhibia el crecimiento de células LLC, se generaron tumores
subcutaneos en ratones NOD/SCID de 6-8 semanas mediante la inyeccion de células MEC-1.
Cuando los tumores fueron palpables se inyecté GST-PEX9 o PBS como control. Cuando los
ratones no tratados presentaban tumores de un tamafio aproximado de 500 mm?® los animales
fueron sacrificados. En todos los casos el dominio PEX9 inhibia el crecimiento del tumor (Figura

29).
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Figura 29: Efecto de GST-PEX9 en los tumores generados con células MEC-1 en ratones NOD-SCID. La disminucién
del tamafio del tumor en respuesta a GST-PEX9 es significativa (**p<0,01).
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CARACTERIZACION DE LA UNION DE PEX9 A CELULAS DE LLC

Las células LLC son capaces de unirse a las construcciones GST-D1D2 y GST-
D3D4 de PEX9 de manera independiente y a través de diferentes receptores.

Una vez demostrado que PEX9 era capaz de unirse a las células LLC nos propusimos determinar
el/los subdominio(s) implicado(s) en esta unién. Dado que PEX9 contiene 4 subdominios, en
experimentos iniciales se construyeron proteinas recombinantes que expresaban cada uno de
los subdominios de manera independiente (GST-D1, GST-D2, GST-D3, GST-D4) (Figura 31) y se
probaron como sustratos en ensayos de adhesidn. En resultados no mostrados se observé que

las células LLC no eran capaces de unirse a ninguna de estas proteinas.

A continuacién se generaron y purificaron entonces nuevas proteinas deleccionando
cada uno de los subdominios por separado (GST-AD1, GST-AD2, GST-AD3 GST-AD4) (Figura 31).
Los ensayos de adhesién sobre estas proteinas mostraron que todas ellas mediaban adhesion
de células LLC, y a niveles similares a los inducidos por el dominio GST-PEX9, por lo que estas

construcciones no fueron vdlidas para la identificacion de sitios activos en este dominio.
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Figura 31. Representacion esquematica del dominio PEX9 y de las diferentes proteinas de fusidon generadas en
este trabajo: (A) Estructura cristalina del PEX9 (PDB entrada ITV). (B) Esquemas de las proteinas de fusion a GST
generadas, indicando los subdominios (D1-D4) que presenta cada construccién.

Se llevaron a cabo entonces, dos nuevas construcciones que contenian dos

subdominios cada una: GST-D1D2 y GST-D3D4 (Figura 31). Una vez comprobada su pureza por
geles de poliacrilamida (Figura 32A) se llevaron a cabo ensayos de adhesién con dosis
crecientes de estas proteinas y de GST-PEX9. Como se observa en la Figura 32B las células LLC
se unian a estas proteinas de forma dosis dependiente siendo algo mayor la adhesién a GST-
D3D4 que a GST-D1D2. Para confirmar estos datos se realizaron ensayos de adhesidn con
células MEC-1. En este caso, las diferencias entre la adhesion a GST-D3D4 y a GST-D1D2 eran
claramente significativas (Figura 32C). Esto podria deberse a que las regiones D1D2 y D3D4 se
unieran a diferentes receptores (a4l y CD44v), que podrian tener diferente afinidad y/o

expresién en células LLC.
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Figura 32. Las células de paciente de LLC se unen a las proteinas recombinantes GST-D1D2 y GST-D3D4: (A)
Analisis por gel de poliacrilamida tefiido con Comassie de las proteinas GST-PEX9 GST-D1D2 y GST-D3D4. (B) Ensayo
de adhesion de células LLC a concentraciones crecientes de GST-PEX, GST-D1D2 y GST-D3D4. (C) Adhesidn de células
MEC-1 a GST-PEX9, GST-D1D2 y GST-D3D4 (0.4 uM). La diferencia de adhesién entre GST-D1D2 y GST-D3D4 fue
significativamente diferente *p<0,01.
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Con el fin de corroborar esta hipétesis, se realizaron ensayos de adhesion a GST-D1D2
y GST-D3D4, preincubando, o no, las células LLC con inhibidores de a4B1 y de CD44 los dos
receptores de (pro)MMP-9. Como se muestra en la Figura 33A, el anticuerpo anti-CD44 HP2/9
inhibia significativamente la adhesiéon a GST-D1D2 mientras que su efecto sobre la adhesién a
GST-D3D4 era muy limitado. Por el contrario HP2/9 apenas afectaba la adhesién a GST-D3D4,
pero ésta era casi completamente bloqueada por el anticuerpo anti-a4 HP2/1. El anticuerpo
control HP1/7 no tenia efecto en ningun caso (Figura 33). Estos resultados se confirmaron
también con células MEC-1 cuya adhesién a GST-D3D4 era completamente inhibida por el

anticuerpo HP2/1 (Figura 33)
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Figura 33. La adhesion de células LLC a GST-D1D2 y GST-D3D4 es a través de diferentes receptores: (A) Células LLC
preincubadas con los anticuerpos indicados se sometieron a ensayos de adhesién sobre 0.2 uM GST-D1D2 o GST-
D3D4 (**p<0,05; ***p<0,001). (B) Adhesion de células MEC-1 pretratadas o no, con los anticuerpos anti-a4
mostrados en la figura sobre 0.4 UM GST-D3D4 La inhibicion fue significativa (***p<0,001).

Se estudié también si las proteinas GST-D1D2 y GST-D3D4 en forma soluble se unian a
las células LLC y MEC-1. Los resultados observados en las células MEC-1 fueron similares a los
obtenidos en la adhesion celular, es decir, no se observé union GST-D1D2 a estas células,
mientras que GST-D3D4 se unia de forma eficiente (Figura 34). En el caso de células LLC
primarias se observé también una unidn eficiente de GST-D3D4 soluble y una unién
heterogénea y significativamente menor de GST-D1D2 (Figura 34). La proteina GST no se unia a

las células en ningln caso (no mostrado).
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Figura 34. Las células LLC y MEC-1 unen en forma soluble a GST-D3D4: Células de paciente de LLC y de la linea
celular MEC-1 fueron incubadas con las proteinas recombinantes indicadas (0.6 uM y 0.4 uM para MEC-1 y LLC,
respectivamente) y tras 30 minutos, se analizd la unién soluble por citometria de flujo mediante la deteccidén con
un anticuerpo anti-GST (*p<0,05).

Las proteinas GST-D1D2 y GST-D3D4 inhiben la migracion de células LLC

Dado que el dominio GST-PEX9 completo inhibia la migracién de células LLC (Figura
35), estudiamos si las regiones D1D2 y D3D4 tenian el mismo efecto. Para ello, se realizaron
ensayos de quimiotaxis y de migracion transendotelial a través de células HUVEC en respuesta
a la quimioquina CXCL12. Como se observa en la Figura 35, tanto GST-D1D2 como GST-D3D4

inhibian significativamente ambos procesos y al mismo nivel que el GST-PEX9 completo.
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Figura 35. Las proteinas GST-D1D2 y GST-D3D4 inhiben la migracion de células de paciente de LLC en repuesta a
CXCL12: Células LLC fueron preincubadas con las proteinas indicadas (0.4 uM), y tras 30 minutos se realizaron
ensayos de quimiotaxis (A) y de migracidn transendotelial (B) hacia CXCL12. Después de 24 horas, se analizo el
ntmero de células que habian migrado por citometria de flujo. La inhibicidn de la migracién por estas proteinas fue
significativa (**p<0,01).
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Todos estos resultados indicaban que el dominio PEX9 se une significativamente a
células LLC y contribuye a su patologia al inducir sefales de supervivencia y regular la
migracion celular. Por otra parte nuestros datos establecian que las regiones D1D2 y D3D4 del
dominio PEX9 se unian a células LLC a través de diferentes receptores celulares: CD44v y a4f1
respectivamente, y producian los mismos efectos en migracién que el PEX9. Dado que el PEX9
podria ser una buena diana terapéutica en LLC, nos planteamos identificar los sitios de
interaccion celular especificos con el fin de bloquear la wunidon de |la

proMMP-9 a las células LLC.

IDENTIFICACION DEL SITIO DE UNION A LA INTEGRINA 0481 EN LA
REGION D3D4 DEL DOMINIO PEX9

Identificacidon de una secuencia de unién a a4B1 en el subdominio D4 de PEX9

(péptido P3).

Para identificar posibles sitios de unién a células en la regién D3D4 de PEX9, se

disefaron péptidos sintéticos solapantes (P1-P5) que abarcaban esta regién (Figura 36 A). Se
probd entonces la capacidad de estos péptidos para inhibir la adhesion de células LLC
primarias y de células MEC-1 a GST-PEX9. La Figura 36 B muestra que sélo el péptido P3 inhibia
significativamente la adhesion de células LLC a PEX9, interaccionando por tanto, con la
integrina a4p1.

Péptidos derivados de los dominios D3D4:

A
P1(621-640) RGKMLLFSGRRLWRFDVKAQ
P2 (638-657) KAQMVDPRSASEVDRMFPGV
P3 (654-674) FPGVPLDTHDVFQYREKAYF
P4 (672-691) YFCQDRFYWRVSSRSELNQV
P5 (689-707) NQVDQVGYVTYDILQCPED
B
o 120 1 ELLC(n=3)
O MEC-1

PEX

- 100 -
80

60

% Adhesion celular a GST-
ey
o
1

N
o o
| |

& & & P @ > @

(’0

Figura 36. El péptido P3 inhibe la adhesion de células LLC y MEC-1 a GST-PEX9: (A) Secuencias de los péptidos
derivados de D3D4 preparados en este estudio y su localizacién en el dominio PEX9. (B) Células primarias LLC y
MEC-1 fueron pretratadas con 500 pug/ml (aproximadamente 200 uM) ver Materiales y Métodos) de los péptidos
durante 30 minutos a temperatura ambiente, y después se realizaron ensayos de adhesion sobre GST-PEX9 (0.4 uM
y 0.2 uM para MEC-1 y LLC, respectivamente). El péptido P3 inhibié la adhesion de manera significativa **p<0,01
y***p<0,001 respecto a las células control.

103



Numerosos trabajos anteriores han establecido que los residuos de aspartico
presentes en muchos ligandos juegan un papel fundamental para su reconocimiento por
algunas integrinas [178]. El péptido P3 presentaba dos residuos de aspartico (Figura 37A) por
ello disefiamos nuevos péptidos derivados del P3 con el fin de analizar la importancia de estos
residuos (Figura 37B). En primer lugar se disefiaron dos péptidos mds cortos acotando los
residuos de aspartico, a los que denominamos P3a y P3b, y analizamos, su efecto sobre la
adhesién. Ambos péptidos inhibian la adhesion de las células LLC y MEC-1 a GST-PEX9 y a
proMMP-9 (Figura 37B y C). A continuacion, se mutaron los residuos de aspartico a alanina en
el péptido P3a (P3am) y se realizaron ensayos de inhibiciéon de la adhesion. Como se muestra
en la Figura 37B y C el péptido P3am no inhibia la adhesién de células LLC a GST-PEX9 ni a

proMMP-9. Como control se utilizd un péptido conteniendo la secuencia de P3a invertida

(P3arv).
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Péptidos derivados de P3:
P3a FPGVPLDTHDVFQYREK
P3b VPLDTHDVFQ
P3arv KERYQFVDHTDLPVGPF
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Figura 37: El efecto de los peptidos derivados de P3 son esenciales en la adhesion de células LLC y MEC-1 a GST-
PEX9 y proMMP-9: (A) Localizacién espacial en el PEX9 de los residuos de aspartico del péptido P3 y secuencias de
aminoacidos de los péptidos disefiados derivados de P3. Péptido con la mutaciéon D-A (P3am); péptidos mas
pequefios (P3a, P3b) y un péptido control con la secuencia invertida del P3a (P3arv). (B, C) Células primarias de LLCy
MEC-1 pretratadas con los péptidos indicados (500 pug/ml) fueron sometidas a ensayos de adhesion sobre GST-PEX9
(B) y proMMP-9 (C). La inhibicidn producida por los péptidos P3 y P3a y P3b fue significativa **p<0,01 y***p<0,001
en células primarias y MEC-1 respectivamente, respecto a las células control sin incubar con los péptidos.

Se probd también la actividad de los péptidos derivados de P3 en la unién de GST-PEX9
o proMMP-9 soluble a células LLC y MEC-1. De nuevo la preincubacién de las células con los
péptidos P3, P3a y P3b inhibia la unién de GST-PEX9 y proMMP-9 a la superficie celular,

mientras que los péptidos P3am y P3arv no tenian efecto. (Figura 38).
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Figura 38. Los péptidos P3, P3a y P3b inhiben la union de GST-PEX9 y proMMP-9 soluble a la superficie de células
LLC y MEC-1: La unioén soluble de GST-PEX9 y proMMP-9 a las células fue detectada con el anticuerpo anti-MMP-9
mediante citometria de flujo, después de tratar o no, las células con 500ug/ml de los péptidos indicados. Las
graficas de barras representan la media de intensidad de fluorescencia obtenida por el citrometro. En todos los
casos el valor obtenido de la expresidn constitutiva se normalizé a 1. La inhibicion producida por P3, P3a y P3b fue
significativa (*p<0,05) respecto a las células control sin tratar.

El péptido P3 inhibe especificamente la unidn de células LLC a GST-PEX9 pero
no a otros ligandos de la integrina a4B1.

La integrina a4P1 tiene otros ligandos ademas de proMMP-9, como la regién de
fibronectina FN-H89 o VCAM-1 (Figura 39A) [178]. Por ello estudiamos si el péptido P3 era
capaz de inhibir también la adhesion de células LLC a estos ligandos. Como se muestra en la
Figura 39B el péptido P3 no inhibia la adhesion de células LLC a VCAM-1 ni a FN-H89, mientras
que en el mismo ensayo bloqueaba la unién de las células a GST-PEX9. Por el contrario, el
péptido CS1, conocido inhibidor de la integrina a4B1, bloqueaba la adhesion a los ligandos de
04B1. Estos datos parecen indicar que el péptido P3 era un inhibidor especifico de la unidn de

proMMP-9 a a4pB1..
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Figura 39. El péptido P3 inhibe especificamente la adhesion de células LLC a GST-PEX9: (A) Representacion de
diferentes ligandos de la integrina a4fB1. (B) Células MEC-1 fueron preincubadas con los péptidos indicados y se
sometieron a ensayos de adhesidon sobre GST-PEX9, VCAM-1 y FN-H89. Tras 1 hora, se cuantificd la adhesién.
**p<0.01, ***p<0.001.

El péptido P3 inhibe la migracion celular y la senalizacion inducida por
proMMP-9 o GST-PEX9

Analizamos si el P3 era capaz de inhibir la sefializacién inducida por proMMP-9 o GST-
PEX9 y la migracion celular en respuesta a CXCL12. Células LLC fueron tratadas con GST-PEX9 o
con los péptidos P3, P3a, P3b, P3am o P3arv tras 24 horas, se analizaron las células que habian
migrado por citometria de flujo. La Figura 41 muestra que GST-PEX9, P3, P3a y P3b inhibian la

migracion mientras que los péptidos P3am y P3arv no tenian ningln efecto.

O -CXcCL12
LLC-B (n=5) Il +CXCL12 Figura 40. El péptido P3 inhibe la migracion
120 - xk transendotelial de las células LLC hacia CXCL12:
E— Células de 5 pacientes de LLC fueron tratadas

100 con los péptidos indicados o con GST-PEX9
durante 30 minutos y se afiadieron a transwell
previamente tapizados con HUVEC. Tras 24
horas se cuantificd el porcentaje de migracion
hacia CXCL12. La inhibicién fue muy significativa

(***p<0.001)
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Por ultimo, analizamos si los péptidos P3a y P3am inhibian la sefalizacion de
supervivencia inducida por la adhesién a proMMP-9 o GST-PEX9, es decir, la fosforilacion de
Lyn y el aumento de la expresién de GST-PEX9 (ver figura 28). La preincubacion celular con P3a
inhibia significativamente la induccién de estas sefales, mientras que la preincubacién con
P3am no tenia ningun efecto (Figura 41). Estos datos corroboran de nuevo la especificidad de

los residuos de aspartico para su funcionamiento.
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Figura 41. El péptido P3a inhibe la fosforilacion de Lyn y la expresion de Mcl-1 en células LLC primarias incubadas
sobre GST-PEX9 o proMMP-9: Células de 3 pacientes de LLC se preincubaron o no, con los péptidos indicados
durante 30 minutos y se depositaron en placas tapizadas con proMMP-9 o GST-PEX9. Alos 30 min (p-Lyn) o a las 24
horas (Mcl-1) se lisaron las células y se analizaron por Western-blot utilizdndo anticuerpos especificos.

Caracteristicas bioquimicas de la uniéon de P3a a células LLC

Una vez identificada la secuencia y analizada la especificidad del péptido P3a
determinamos si el efecto de este péptido era dosis dependiente, utilizando el péptido CS1
como control positivo. Como se muestra en la Figura 42A el péptido P3a inhibia la adhesién
celular a GST-PEX9 de forma dosis-dependiente y con un IC50= 138 uM. El IC50 de CS1 en
estos ensayos era 80 uM. Un efecto similar se observo para la inhibicion de la union de GST-
PEX9 soluble por P3a (IC50=199 uM) (Figura 42B). De igual forma, la inhibicién de la union de
células LLC a proMMP-9 por P3a era dosis dependiente, con un IC50 de 279 uM (adhesion

celular) y 158 uM (unidn soluble) (datos no mostrados).
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Figura 42. Efecto del péptido P3a en la inhibicion de la adhesion y unién soluble a GST-PEX9 a células LLC: (A, B)
Células de paciente de LLC fueron preincubadas con concentraciones crecientes de los péptidos indicados. Tras 30
minutos se realizaron ensayos de adhesién (A) o union soluble (B) a GST-PEX9. Los valores de IC-50 se obtuvieron
tras analizar los datos con el programa Sigma Plot.

Se determiné también la afinidad de los péptidos realizando ensayos de unién directa

a células MEC-1. Para ello, se sintetizaron péptidos P3a, P3am, CS1 y CS3 marcados con

carboxifluoresceina (CF). En primer lugar, se comprobé que los péptidos bloqueaban la unién

del GST-PEX9 a las células MEC-1, corroborando que el marcaje fluorescente CF no afectaba en

la funcion del péptido. Como se observa en la Figura 43, tanto el CF-P3a como el CF-CS1 se

unian de forma dosis dependiente a las células, mientras que los péptidos controles P3am y

CS3 no se unian.
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Figura 43: Andlisis de la unién

directa de los péptidos
indicados a células MEC-1:
Células MEC-1 fueron
preincubadas con

concentraciones crecientes de
los péptidos indicados marcados
con el compuesto fluorescente
CF  durante wuna hora a
temperatura ambiente. Tras
centrifugar, el sobrenadante con
el péptido fluorescente fue
cuantificado como se explica en
Materiales y Métodos. Se utilizd
la ecuacion de Hill para estimar
la curva y se calculd la KD con el
software MATLAB.
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Un anticuerpo policlonal antiP3 inhibe la adhesion a PEX9 y la migracidn a
través de células HUVEC

Una vez confirmada que la region FPGVPLDTHDVFQYREKAYF era la responsable de la
unién de GST-D3D4 a las células LLC, se generd un anticuerpo policlonal frente a este péptido.
Se comprobd su especificidad por ensayos de ELISA con placas tapizadas con los diferentes
péptidos, asi como con PEX9 o con proMMP-9 todos a la misma concentracion molar. En la
Figura 44A se observa que el anticuerpo anti-P3 reconocia el péptido P3 y el GST-PEX9 con una
intensidad similar. La baja deteccion de la proMMP-9 por este anticuerpo puede deberse a la

estructura terciaria de esta proteina, ya que la proMMP-9 presenta una alta flexibilidad.

Corroborada la especificidad del anticuerpo se analizé su posible actividad en la
adhesién celular a PEX9 y proMMP-9. Las células se anadieron a pocillos tapizados con GST-
PEX9 o proMMP-9, previamente preincubados o no con anti-P3 o con un anticuerpo policlonal
control. Se observé que el anticuerpo anti-P3 inhibia la adhesién a estas proteinas
significativamente, confirmando por tanto la especificidad del efecto de la secuencia P3 (Figura

44B).
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Figura 44. Especificidad del
anticuerpo anti-P3 y su efecto en
la adhesion de células LLC a GST-
PEX9 y proMMP-9: (A) Deteccidn
por el anticuerpo anti-P3 de las
proteinas y péptidos indicados
mediante ELISA. (B) Células LLC
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Se analizé también el papel del anticuerpo anti-P3 en la migracién celular. Para ello, se
trataron las células, con GST-PEX9 (Figura 45A) o con proMMP-9 (Figura 45B) preincubados
previamente con los anticuerpos indicados y se realizaron ensayos de migracion
transendotelial a través de células HUVEC. En ambos casos el anticuerpo anti-P3 restauraba la
migracion inhibida por GST-PEX9 y proMMP-9 indicando que este anticuerpo inhibia la unién

de estas proteinas a células LLC.
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Figura 45. El anticuerpo anti-P3 restaura la migracion celular inhibida por GST-PEX9 y proMMP-9: Las proteinas
GST-PEX9 (A) o proMMP-9 (B) fueron o no preincubadas con los anticuerpos indicados durante 30 minutos. A
continuacién, fueron afiadidos a las células LLC las cuales se sometieron a ensayos de migracidn transendotelial.
Tras 24 horas, se analizé la capacidad de migracion de estas células mediante contaje celular en el citdmetro de
flujo.

También se analizd el efecto del tratamiento con el anticuerpo anti-P3 en tumores
subcutdneos generados en ratones NOD/SCID. Los resultados obtenidos mostraron que el

anticuerpo anti-P3 inhibia de forma significativa el tamafio del tumor (Figura 46).
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Figura 46. Cuantificacion de los tumores generados por células MEC-1 en ratones NOD-SCID: La disminucién del
tamafio del tumor con el tratamiento con el anticuerpo anti-P3 es significativa (**p<0,01, *p<0,05).

IDENTIFICACION DEL SITIO DE UNION A CD44 EN LA REGION D1D2
DEL DOMINIO PEX9

Identificacidon de secuencias funcionales en los dominios D1D2 de PEX9.

Siguiendo una aproximacién similar a la empleada para el estudio de los subdominios
D3D4 se sintetizaron 5 péptidos solapantes (P6-P10, residuos 521-608 de la proMMP-9) que
abarcaban esta regién de PEX9 (Figura 47A).

En primer lugar, se probé el efecto de los péptidos P6-P10 en la adhesion de células
LLC a GST-PEX9. En ensayos iniciales los péptidos se utilizaron a una concentracién de 500
ug/ml, (equivalente a aproximadamente 200 uM). La figura 47B muestra que la preincubacion
celular con los péptidos P6 y P7 (subdominio 1) inhibian la adhesién a GST-PEX9. Los péptidos
restantes (P8-P10) no afectaban la adhesidn celular. Se obtuvieron resultados similares cuando
se analizd el efecto de estos péptidos en la unidn de GST-PEX9 soluble a células (Figura 47C).

A
Péptidos derivados de D1D2:

P6 (521-541) FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW
P7 (539-559) KYWRFSEGRGSRPQGPFLIA
P8 (556-576) LIADKWPALPRKLDSVFEER
P9 (574-590) EERLSKKLFFFSGRQVWVYT
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Figura 47. Los péptidos P6 y P7 inhiben la unidon de GST-PEX9 a células LLC primarias: (A) Secuencia de los péptidos
P6 a P10 de la region D1D2 y localizacién espacial de éstos en la estructura cristalina del GST-PEX9 (PDB entrada
ITV). (B) Células LLC fueron preincubadas con los péptidos indicados y tras 30 min se sometieron a ensayos de
adhesién sobre GST-PEX9 (0.2 uM). (C) Ensayo de unién soluble de GST-PEX9 en las mismas condiciones que en la
adhesidn. La inhibicion de GST-PEX9 (0.4 uM) a células de LLC por los péptidos P6 y P7 fue significativa (**p<0.01,
**%*p<0.001).
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IC-50 de los péptidos P6 y P7
A continuacidon se realizaron ensayos de inhibicion de la adhesién a GST-PEX9

utilizando diferentes dosis de péptidos, observandose un efecto dosis dependiente (Figura 48A
Y B). Los valores del IC50 de los diferentes péptidos fueron calculados con el programa
SigmaPlot para obtener los valores obtenidos fueron 90 uM, 280 uM y 35 uM para P6, P7 y P3
respectivamente en los ensayos de adhesidn (Figura 49 A) y 75 uM, 220uM y 40 uM para P6, P7

y P3 respectivamente en los ensayos de unidn soluble (Figura 49 B).
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Figura 48. El efecto inhibitorio de los péptidos P6 y P7 es dosis dependiente: Células de 3 pacientes de LLC fueron
preincubados con concentraciones crecientes del P3, P6 o P6rv y tras 30 minutos se realizaron ensayos de adhesion
(A) o unién a GST-PEX9 soluble de los péptidos indicados(B) (0.2 y 0.4 uM respectivamente).

Efecto de los péptidos P6 y P7 en la adhesidn de células LLC a acido
hialurdnico y proMMP-9.

Los resultados mostrados en la Figura 33 indicaban que la interaccién de células LLC
con la regién D1D2 era mediada principalmente por CD44. Por tanto probamos si los péptidos
P6 y P7 interferian con la adhesidn a acido hialurénico (AH), el ligando natural de CD44. En
estos experimentos se utilizé también el péptido P3 (subdominio 4) previamente identificado
(Figura 36) asi como un péptido control que contenia la secuencia P6 invertida (péptido Pé6rv,
Tabla 7). La preincubacion de las células con P6 reducia significativamente la adhesiéon a AH
(58%), mientras que el P7 tenia un efecto muy limitado (25% Figura 49A). El péptido P3 inhibia
moderadamente (18% inhibicién) y el péptido P6rv no tenia ningun efecto, confirmando la
especificidad de la secuencia P6. Ambos péptidos, P6 y P7, inhibian de forma similar la
adhesion celular a proMMP-9 y al mismo nivel que el péptido P3, mientras que el control P6rv

no tenia efecto (Figura 49B).
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Para establecer la posible especificidad de los péptidos para proMMP-9 se utilizd
VCAM-1 como ligando de la integrina a4B1, observandose que ninguno de los péptidos
afectaba a la adhesion de células LLC a VCAM-1. Estos resultados confirmaban la especificidad
de accién de los péptidos P3 y P6 para bloquear interacciones celulares con proMMP-9 (Figura

49C).
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Figura 49 . Los péptidos P6, P7 y P3 inhiben la adhesion de células LLC a proMMP-9, mientras que sélo el péptido
P6 inhibe la adhesidn acido hialurénico: Células LLC, preincubadas con 500 pg/ml de los péptidos indicados, fueron
sometidas a ensayos de adhesidn sobre acido hialurénico, proMMP-9 y VCAM-1 (50 pg/ml, 10 ug/mly 10 pg/mi
respectivamente). Tras 24 horas se cuantifico el porcentaje de células adheridas. (*p<0.05, **<0.01, ***p<0.001).

La combinacion de los péptidos P3 y P6 aumenta la inhibicion de la adhesidn
celular a GST-PEX9 y de la migracion celular.

Una vez demostrado que las secuencias P3 (del subdominio 4) y P6 (del subdominio 1)
inhibian la unién de proMMP-9 a a4Bl y a CD44 respectivamente, se analizd la posible
cooperacion ambos péptidos. Células LLC se preincubaron o no con P3, P6, o P3+P6 y se
estudio la adhesion a GST-PEX9. Los péptidos P6rv y P7 solos o en combinacién con P3 y P6
fueron también analizados como controles en estos experimentos. La Figura 50A muestra que
la combinacién de P3 y P6 aumentaba significativamente el efecto inhibidor de los péptidos
individuales. Este aumento no se observaba combinando P7 o P6rv con P3 o P6, confirmando
la cooperacién especifica de las secuencias P3 y P6. Ademas, se observé el mismo efecto

cooperativo entre P3 y P6 en ensayos de union de GST-PEX9 soluble a células LLC (Figura 50B).
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Figura 50. La combinacion de los péptidos P6 y P3 aumenta el efecto inhibitorio de los péptidos individuales:
Células LLC, se trataron con los péptidos indicados (200 uM) 30 minutos y se sometieron a ensayos de adhesion (A)
y unién de GST-PEX9 soluble (B) (0.2 uM y 0.4 uM respectivamente). La inhibicién de los péptidos fue significativa.
(*p<0.05, **p<0.01).

Determinamos también el efecto de P3 y P6, asi como de su combinacién en
quimiotaxis y migracién transendothelial. La Figura 50 muestra que las células pretratadas con
los péptidos P3 o P6 migraban menos que las células control tanto en quimiotaxis (Figura 51A)
como en migracién transendothelial (Figura 51B). La combinacién de P3 y P6 aumentaba
significativamente el efecto inhibidor de en ambos casos (Figura 51A y B) Con estos datos,
corroboramos el efecto cooperativo de los péptidos P6 y P3 observado en adhesidn y unién de

GST-PEX9 soluble.
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Figura 51. Los péptidos P6 y P3 inhiben la migracion de LLC y actian de manera cooperativa: Células LLC fueron
preincubadas con los péptidos indicados (200 uM) y tras 30 minutos se sometieron a ensayos de quimiotaxis o
migracién transendotelial a través de células HUVEC mediante estimulacién con CXCL12. A las 24 horas, se
recogieron las células migradas y se cuantificaron por citometria de flujo. La inhibicién de la migracién por los
péptidos fue significativa, *p<0.05, **p<0.01.

Una vez establecido el efecto cooperativo de los péptidos P3 y P6, determinamos si era
una cooperacidon sinergistica o aditiva. Para ello, se incubaron las células LLC con
concentraciones crecientes de uno de los péptidos (P3 o P6 a 2, 10, 20, 100 y 200 uM) mas el
otro péptido a una concentracion constante y se realizaron ensayos de adhesién y de unién de
GST-PEX9 soluble. Los datos de inhibicién de la adhesién (Figura 52A, B) y de la unién soluble
(Figura 52 C, D) fueron analizados con el programa CompuSyn (BioSoft, Cambridge, England).
En todos los casos las combinaciones generaron valores de indice de combinacién <1, por lo

gue pudimos concluir que los péptidos P3 y P6 actuaban de manera sinergistica (Figura 52).
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Figura 52: El efecto cooperativo de P3 y P6 es sinergistico: Células de pacientes de LLC se preincubaron con las
concentraciones de péptidos que se indican y se realizaron ensayos de adhesién (A, B) y union a GST-PEX9 soluble
(C, D). En todos los casos se normalizaron los datos haciendo al control 100. Los datos obtenidos se analizaron con
programa CompuSyn y se obtuvieron los indices de Combinacién (IC) representados en la graficas.
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En conjunto los datos obtenidos demuestran que la unién de proMMP-9 a la
membrana de células LLC contribuye a la patogénesis de la enfermedad y que el dominio PEX9
es esencial para esta union. Las secuencias implicadas dentro de PEX9 son P3 en el subdominio
4 y P6 en el subdominio 1 que actuan sinergisticamente y pueden constituir por tanto dianas

terapéuticas en LLC.
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Figura 53. Resumen de la unién del dominio PEX9 a la membrana de células LLC: (A y B) Localizacion en el dominio

PEX9 de los péptidos P3 (rojo) y P6 (verde). (C) Posible unién del PEX9 a la integrina a4f1 y CD44.

REGULACION DE (PRO)MMP-9 POR VEGF EN CELULAS LLC

VEGF disminuye la cantidad de (pro)MMP-9 en el sobrenadante de células LLC

Numerosas evidencias apoyan una relacidon entre VEGF y (pro)MMP-9 y un importante
papel de ambas moléculas en la patologia de la LLC [78, 179]. Ademas, los efectos del VEGF
podrian ser diferentes dependiendo de su concentracién, como ya se observé por ejemplo en
el caso de la regulacidon de la migracidon celular por (pro)MMP-9 [40, 177]. Por ello, nos
planteamos estudiar si VEGF, a diferentes concentraciones, regulaba la produccion y la funcién
de (pro)MMP-9 en LLC. Células LLC se incubaron con 20 o 200 ng/ml de la forma VEGF165 la
isoforma mas comunmente expresada por estas células) y tras 24 horas, el medio fue
concentrado y analizado por zimografia. Como se puede observar en la Figura 54, el VEGF
disminuia significativamente y de manera dosis dependiente, la cantidad de (pro)MMP-9

secretada por las células LLC.
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Figura 54. Altas concentraciones de
VEGF inhiben la secrecion de proMMP-
9 al medio de células LLC: 2.5 x 10°
células LLC fueron incubadas con 20 o
200 ng/ml de VEGF165 y tras 24 horas,
el sobrenadante celular fue recogido,
concentrado y analizado por zimografia
para detectar la cantidad de proMMP-9
expresada. La disminucion de la
expresion de proMMP-9 fue
significativa **p<0,01, ***p<0,001.

La inhibicién de la produccion de (pro)MMP-9 por VEGF se produce a través

del receptor VEGFR2

Dado que la isoforma VEGF165 es capaz de unirse tanto al receptor VEGFR1 como al

VEGFR2, quisimos determinar cudl de estos dos receptores estaba implicado en el efecto

producido por el VEGF. Con este fin, se preincubaron las células LLC con el factor de

crecimiento de placenta (PIGF), el cual es capaz de unirse Unicamente al receptor VEGFR1.

Como se observa en la Figura 55, el sobrenadante de las células tratadas con PIGF contenia la

misma cantidad de proMMP-9 que las células sin tratar, indicando la falta de sefializacién hacia

proMMP-9 a través de este receptor. De acuerdo con esto, el bloqueo del receptor VEGFR2

por un inhibidor especifico evitaba la bajada de la produccién de proMMP-9 en respuesta a

VEGF (Figura 55). Estos resultados demostraron que el receptor VEGFR2 era el implicado en la

disminucién de proMMP-9 por VEGF.
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Figura 55. El receptor VEGFR2 es el
implicado en el efecto del VEGF
sobre la produccion de proMMP9:
2.5 x 10° células fueron tratadas con
las proteinas indicadas vy, tras 24
horas, el sobrenadante celular fue
recogido, concentrado y analizado
por zimografia para detectar la
cantidad de proMMP-9 expresada.
La disminucién de la expresion de
proMMP-9 fue significativa
*¥p<0,01.



Interaccion de MMP-9 con células de LLC: caracterizacion bioquimica y funcional

La disminucién de (pro)MMP-9 por niveles elevados de VEGF se traduce en
una disminucion de la migracion celular
Dada la implicacion de proMMP-9 en la migracidon de células LLC, estudiamos si la

modulacién de (pro)MMP-9 por VEGF afectaba la migracién celular. En la Figura 56 se muestra
la migracién de células LLC a través de Matrigel y de células HUVEC. Como se puede observar
la migraciéon disminuia en ambos casos para células LLC tratadas con VEGF. También se
trataron las células con PIGF o con el inhibidor de VEGFR2 y VEGF. La incubacién con PIGF no
afectd a la migracién celular implicando de nuevo a VEGFR2 y no a VEGFR1 en este efecto.
Consecuentemente, la incubacion con el inhibidor de VEGFR2 y posterior estimulacidn con
VEGF, revertia el efecto inhibitorio de la migracién inducido por VEGFR2. En conjunto estos
resultados indicaban que el eje VEGF/VEGFR2 era el implicado en la disminucién de (pro)MMP-

9y la migracidn celular, en respuesta a VEGF
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Figura 56. VEGF disminuye la migracion de las células LLC inducida por CXCL12: Células de pacientes de LLC
incubadas con VEGF, PIGF o el inhibidor de VEGFR2 mas VEGF durante 30 minutos fueron sometidas a ensayos de
invasion a través de Matrigel (A) y de migracion transendotelial (B), en respuesta a la quimioquina CXCL12, Ambos
procesos se inhibian de manera significativa tras incubar con VEGF.(**p<0,01).

El factor de transcripcion STAT-1 es el implicado en el bloqueo de la sintesis
de proMMP-9 por VEGF

Para determinar la ruta de sefalizacidon que daba lugar a la disminucion de proMMP-9
por VEGF, en primer lugar se analizo si la regulacién se producia a nivel transcripcional. Como

se muestra en la Figura 57, los niveles de mRNA de proMMP-9 analizados por RT-PCR eran
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menores en las células tratadas con VEGF durante 1 6 3 horas que en células control no

tratadas.
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Figura 57. VEGF disminuye la expresion de proMMP-9 a nivel transcripcional: (A) 10 x 10° células LLC fueron
preincubadas con VEGF durante 1y 3 horas. Tras esta incubacidn, se analizaron los niveles de mRNA de proMMP-9
por RT-PCR. (B) La gréafica muestra las cuantificaciones obtenidas de las bandas de los geles de agarosa, después de
normalizar a 1 el control de VEGF a 1 hora. La inhibicion de la transcripcién de proMMP-9 fue significativa *p<0.05

Se ha demostrado que VEGFR2 es capaz de fosforilar en tirosina los factores de
transcripcion STAT1 y STAT6 en células bovinas de la aorta (15) Ademas, en células LLC la
fosforilacién de las serinas 727 de STAT1 y STAT3 juega un papel muy importante para la
supervivencia celular (16). También se ha demostrado que STAT1 juega un papel esencial en la
regulacién de (pro)MMP-9 por interferones en numerosos sistemas celulares (17-19). Por ello,
se pensé que STAT1 podria estar implicado en la disminucién de la transcripcién de la
proMMP-9 en respuesta a VEGF. Con el fin de determinar esta implicacion, se lisaron células
LLC incubadas 30 minutos con VEGF y se analizé la fosforilacion de STAT1. La Figura 58A
muestra que la incubacién con VEGF, pero no con PIGF, inducia la fosforilacion de STAT1. Este

efecto no se observaba al preincubar las células con el inhibidor VEGFR2.

STAT1 se caracteriza por la dimerizacidn y posterior translocacion al nucleo cuando es
fosforilado. Con el fin de demostrar esta translocacién en nuestro sistema, se realizaron
ensayos de fraccionamiento nucleo-citoplasma. Como se muestra en la Figura 58B, la unién de
VEGF a VEGFR2 provocaba la translocacidon de STAT1 fosforilado al nucleo, proceso necesario

para que realice su funcién.
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Figura 58. STAT1 es fosforilado y se transloca al nticleo tras tratar las células LLC con VEGF: (A) Células de LLC
fueron preincubadas con las proteinas indicadas y tras 30 minutos se lisaron y analizaron por Western blot. (B)
Cuantificacion de las bandas obtenidas en el blot. La fosforilacion de STAT1 por VEGF era significativa *p< 0.05. (C)
Células de pacientes de LLC fueron preincubadas o no con VEGF durante 30 minutos y posteriormente se lisaron con
las soluciones del protocolo de fraccionamiento nucleo-citoplasma. Los lisados correspondientes a las diferentes
fracciones se analizaron por Western blot. Const.=Constitutivo.

Para establecer el papel critico de STAT1 en la regulaciéon de proMMP-9 por VEGF, en
células LLC, se silencié este factor de transcripcion con un siRNA especifico. La Figura 59A
muestra la eficiencia de este silenciamiento. El anadlisis por zimografia de la proMMP-9
secretada por estas células en respuesta a VEGF demostré que los niveles de proMMP-9 no
variaban con respecto a las células control (Figura 59B). Se estudio también la migracién de las
células, y como se muestra en la Figura 59C, las células con STAT1 estaba silenciado migraron
igual que las células control, revirtiéndose, por tanto, el efecto inhibitorio de la migracion,
inducido por VEGF. En todos los experimentos se utilizé un siRNA control para confirmar que el

efecto observado era debido a la ausencia de STAT1 y no al proceso de transfeccion.
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Figura 59. Analisis del silenciamiento de STAT-1: (A) Células LLC fueron transfectadas con siRNA de STAT1 o siRNA
control y se analizo el silenciamiento del factor de transcripcion por Western blot. El silenciamiento fue significativo
*p<0.05. (B) Las células silenciadas se cultivaron en presencia de VEGF y tras 24 horas se analizé por zimografia la
proMMP-9 presente en el sobrenadante. (C) Las células silenciadas fueron sometidas a ensayos de invasion a través
de Matrigel. *p<0.05, **p<0.01.
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Todos estos experimentos
demostraron que niveles elevados de
VEGF inducen la fosforilacion de
STAT1 a través del receptor VEGFR2.
Una vez que STAT1 esta fosforilado se
transloca al nudcleo inhibiendo la
transcripcion de proMMP-9 (Figura
60).

Figura 60. Representacion esquematica de la regulacion de proMMP-9 por VEGF en células LLC.

REGULACION DE FACTORES ANGIOGENICOS POR proMMP-9 EN
CELULAS LLC

REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE PROMMP-9 Y VEGF POR PROMMP-9 Y

GST-PEX9 EN CELULAS LLC

Una vez establecida la regulacion de proMMP-9 por VEGF, estudiamos si proMMP-9

era capaz de regular VEGF tras su union a células LLC. Esta regulacion se habia observado

previamente en otros sistemas celulares [180-182]. Células LLC se cultivaron sobre proMMP-9

o0 GST-PEX9 y tras 6 horas se analizaron los niveles del mMRNA de VEGF por PCR cuantitativa.

Como se observa en la Figura 61 los niveles del mRNA de VEGF, aumentaron en células sobre

proMMP-9 pero disminuyeron sobre células sobre GST-PEX9.
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Figura 61. Regulacion transcripcional VEGF tras el
cultivo de células LLC sobre proMMP-9 GST-PEX9:
Células LLC se cultivaron sobre proMMP-9 ( 120 nM),
GST-PEX9 (0.2 uM) o GST (0.2 uM) y tras 6 horas se
analizé los niveles de mRNA de VEGF por PCR
cuantitativa. (U.A: Unidades Arbitrarias.)
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Resultados previos en otros sistemas celulares han demostrado que PEX9 y PEX2
inhiben la angiogénesis, datos que corroboraban los resultados mostrados en la Figura 61.
Analizamos por tanto la formacion de tubos por células HUVEC, incubando, en primer lugar,
estas células HUVEC con proMMP-9 o GST-PEX9, con el fin de estudiar el efecto directo de
estas proteinas por separado en las células LLC. La Figura 62 muestra que GST-PEX9 inhibia la
formacion de tubos, mientras que proMMP-9 lo aumentaba, corroborando los datos obtenidos
por otros grupos. Se analizdé entonces el efecto de las células LLC, solas, o preincubadas con
proMMP-9 o GST-PEX9, sobre la formacién de tubos en cocultivos con células HUVEC. El co-
cultivo de células LLC, con células HUVEC resultaba en un aumento en la formacion de tubos,
cuando las células LLC eran preincubadas con proMMP-9. Sin embargo, la preincubacion de
células LLC con GST-PEX9 disminuia la vasculogénesis (Figura 62). Estos resultados refuerzan
los datos obtenidos por PCR cuantitativa mostrando una regulacién inversa de VEGF por

proMMP-9 y GST-PEXO.

HUVEC + HUVEC +
proMMP-9 HUVE GST-PEX9 Figura 62 proMMP-9 aumenta la
: ' e i AR formacién de tubos con células
HUVEC y GST-PEX lo disminuye:
(A) Células LLC se cultivaron sobre
las proteinas indicadas, tras 24
horas se recogio el sobrenadante y
se analizé por zimografia. El
aumento de la expresién de
proMMP-9 fue significativo

HUVEC + HUVEC + HUVEC + **p<0.01. (B) Ensayos de
LLC(proMMP-9)

LLC LLC(GST-PEX9) formacién de tubos con células
: 4 ’ 2 : " HUVEC en presencia de las
proteinas proMMP-9 (120nM) o
GST-PEX9 (0.2 uM) o células LLC
solas o preincubadas con las
proteinas indicadas. A las 6 horas
se tomaron fotografias.

r

La integrina a4B1 inmunoprecipita con VEGFR2 en células LLC

Dada la relacién observada entre (pro)MMP-9 y VEGF, analizamos también si existia
una asociacion entre los receptores de ambas proteinas, la integrina a4pf1 (proMMP-9) y
VEGFR2 (VEGF). Para ello se realizaron ensayos de coinmunoprecipitacion de las subunidades
ad y Bl de la integrina, CD14 (control negativo) y VEGF (control positivo) tanto en células
primarias de LLC como en células MEC-1. La Figura 63 muestra que el receptor VEGFR2
coinmunoprecipitaba con ambas subunidades de la integrina a4B1, y VEGF y no con CD14 el

control negativo (Figura 63A)
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Para confirmar estos datos, se analizd por microscopia confocal la localizacién de
VEGFR2 con a4B1 y VEGF. La Figura 63C muestra que aunque no existe una colocalizacién total

de ambas proteinas si se pueden observar zonas en que ambos receptores parecen estar

asociados.
A LLC B MEC-1
IP IP
Lisado N Lisado N
total oY g 35 WB total oY g 35 WB
— ' ’ VEGFR-2 - i VEGFR-2

VEGFR2-$1 VEGFR2-a4 VEGF-$1

Figura 63: Posible asociacion de a4p1, VEGFR2 y VEGF en la membrana células de LLC: (A y B) Lisados de células
primarias LLC (A) y de células MEC-1(B) fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-a4, anti-B1, anti-VEGF y
anti-CD14 (control negativo). EI Western blot fue realizado con los anticuerpos indicados. (C) Analisis mediante
microscopia confocal de la colocalizacién de a4, B1, VEGFR2 y VEGF. En rojo aparecen VEGFR2 o VEGF, en verde a4
vy B1y en azul los nucleos tefiidos con DAPI. Las imagenes muestran la superposicion de los tres colores.
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Interaccion de MMP-9 con células de LLC: caracterizacion bioquimica y funcional

La progresion de la LLC estd determinada por la progresiva infiltracion y acumulacién
de células malignas en médula ésea y érganos linfoides secundarios. En estos procesos de
migracion estan implicadas numerosas moléculas como la integrina a4f1, quimioquinas y
MMPs [171]. La MMP expresada mayoritariamente en la LLC es la MMP-9, cuyos altos niveles
en suero correlacionan ademas con un mal progndstico de la LLC [173].. Resultados anteriores
del laboratorio han demostrado que la (pro)MMP-9 contribuye no sélo a la expansion de las
células tumorales sino también a su supervivencia [40], estableciendo (corroborando) por
tanto su importante papel en la patogénesis de la LLC. Por ello, el principal objetivo de esta
tesis doctoral ha sido profundizar en el estudio de la unién de MMP-9 a células LLC y analizar
sus consecuencias funcionales, asi como de la regulacion de MMP-9 por factores relevantes en

la LLC.

Estudios anteriores del laboratorio y de otros grupos han demostrado la presencia de
MMP-9 en la superficie de células LLC, a pesar de que MMP-9 carece de region
transmembrana [102, 173, 183]. Nos propusimos caracterizar esta unién y para ello se
realizaron inmunoprecipitaciones, fraccionamientos nucleo-citoplasma y microscopia confocal.
Los resultados demostraron que MMP-9 se une a un complejo en la superficie celular formado

por la integrina a4Pfl y CD44v, una isoforma de

proMMP-9 CD44 de 190 kDa. La capacidad de unir MMP-9 es
Act Cat

una caracteristica de células LLC, ya que en

g N resultados no mostrados, MMP-9 no se une a
P linfocitos B normales ni derivados de linfoma de

R R P P Ty manto [172]. Hay que destacar que la elevada
3N expresion de a4p1 y CD44v en las células LLC (que
l l se traduce en una mayor unién de MMP-9 [184]

‘ 1 Migracién ’ TT.P correlaciona con un mal prondstico de la
V enfermedad [95]. La posible especificidad de

m CD44v como receptor de MMP-9 podria ser otra

‘ caracteristica de la LLC, ya que en otros sistemas

1t - celulares MMP-9 interacciona con la forma

estandar CD44H de 90 kDa [113, 185, 186].

s Ademas se ha observado que diferentes isoformas

" Supervivencia ’ de CD44v estan implicadas en diferentes tipos de

cancer en la unién de MMP-9 [187, 188].
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Nuestros datos han demostrado que la asociacién de MMP-9 a células LLC se traduce
en al menos dos consecuencias funcionales importantes: 1) inhibicion de la migracion
transendotelial, y 2) aumento de la supervivencia celular in vitro. Estas funciones son
especialmente relevantes en los nichos de células LLC. En estos nichos las células LLC reciben
sefales de supervivencia y proliferacién a través de los factores presentes en ellos, como la
MMP-9, que es expresada y secretada tanto por las propias células LLC como por otras células
de su microambiente. Ademas, estos nichos también proporcionan sefales que aumentan la
produccién de MMP-9, (a través de quimioquinas o/y de interacciones de células LLC con
ligandos de la integrina a4f1 y su asociacién a la membrana de células LLC, como de hecho
hemos demostrado previamente [172, 174]. La mayor presencia de MMP-9 inhibiria por tanto
la migracién celular, favoreciendo su permanencia en los nichos y su supervivencia. La unién
de MMP-9 a células LLC contribuye por tanto a la progresién de la enfermedad y el bloqueo de
esta union podria constituir una buena diana terapéutica [40, 177]. Por ello, una gran parte del
trabajo de esta tesis doctoral se ha dedicado a caracterizar el/los dominio(s) de MMP-9

implicados en su interaccion con células LLC y al estudio de las consecuencias de su bloqueo.

La utilizacion de proMMP-9 recombinantes con delecciones de diferentes dominios
nos ha permitido demostrar que el dominio hemopexina (PEX9) era esencial para el anclaje de
proMMP-9 a la superficie de células LLC. Estos datos apoyan resultados previos en otros
sistemas, que confirman el papel fundamental del dominio hemopexina de las MMPs en la
interaccion con otras proteinas y con células [136, 189, 190]. De hecho, el dominio
hemopexina de la MMP-9 puede constituir una diana terapéutica especifica, dada la baja
homologia existente entre el PEX9 y el resto de los PEX de otras MMPs. Asi, el PEX9 tiene un
25-33% de homologia con los dominios PEX de otras MMPs [114, 136]. Ademas, la secuencia
de aminodacidos del PEX9 no presenta ninguna de las secuencias activas identificadas en otros
ligandos de la integrina a4B1 [191, 192]. Todo ello confirmaba la importancia de estudiar las
propiedades del dominio PEX9 aislado. Nuestros resultados muestran que la proteina de fusién
GST-PEX9 se une de manera eficiente y especifica tanto a células LLC primarias como a células
MEC-1. Esta unién es mediada fundamentalmente por la integrina a4f1, demostrado con
inhibidores especificos de esta integrina y con células K562 que expresaban o no a4pl. La
preferente utilizacién de a4pl como receptor de PEX9 contrasta con lo observado en la
interaccion celular con proMMP-9, donde tanto a4B1 como CD44v estaban implicados [177].

De hecho, esta bastante establecido que CD44 es un receptor para proMMP-9 en otros tipos
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celulares [113, 185, 186]. La interaccidon con uno o ambos receptores podria depender de la
conformacion que adoptara el PEX9 aislado o cuando estd en la molécula de proMMP-9
completa. En este sentido, proMMP-9 es una molécula bastante flexible debido a la presencia
del dominio O-Glucosidico (OG) [136]. Otra posible razén que explicara la diferente implicacion
de receptores celulares podria ser que la afinidad de la interaccién proMMP-9-CD44 varie en

funcidn de las moléculas a las que pueda estar asociado CD44 en la superficie celular.

Nuestros resultados muestran que GST-PEX9, al igual que la proMMP-9 completa,
inhibe la migracién de células LLC tanto in vitro como in vivo, lo que aumenta la relevancia de
esta funcidn de PEX9 [193]. Estos datos concuerdan con estudios previos en los que tanto el
dominio PEX9 murino como el dominio hemopexina de la MMP-2 (dominio PEX2) inhibian la
migracion de varios tipos celulares [163, 164, 169]. Esta actividad bioldgica del dominio PEX de
las MMPs puede ser especialmente relevante, ya que se ha detectado PEX2 circulante in vivo y
se puede generar in vitro tras la activacion de proMMP-2 con APMA . No se conoce si PEX9
aislado esta presente de forma natural en la LLC, pero recientemente se han encontrado
formas truncadas de MMP-9 que contienen el dominio PEX9, en el medio condicionado de
células de cancer de mama [194]. También se ha generado estas formas in vitro por
tratamiento con peptidasa-7 [194], por lo que no se puede descartar que PEX9 pueda

generarse de forma natural en la LLC, bajo determinados estimulos.

El mecanismo exacto por el que PEX9 inhibe la migracién de células LLC aun no se
conoce. Dado que PEX9 es un ligando de a4p1, el efecto inhibitorio puede deberse al bloqueo
de esta integrina por la unién de PEX9, ya que se ha demostrado previamente que a4B1 es
esencial para la migracidn de células LLC [81]. Ademas (o alternativamente) es posible que la
union de PEX9 a a4B1 genere una sefalizacién intracelular, que dé lugar a la inhibicién de
proteinas de la familia Rho, como hemos demostrado recientemente en células MEC-1 que

sobreexpresan MMP-9 [184].

La unién de GST-PEX9 a células LLC induce ademas sefiales de supervivencia celular,
como fosforilacion de Lyn y aumento de la expresién de la proteina antiapoptdtica Mcl-1. Este
efecto reproduce por tanto la sefializacién observada previamente tras la interaccién de
proMMP-9 con sus receptores celulares [40, 177]. Nuestros datos establecen por tanto el
importante papel del dominio PEX9 en la contribucion de MMP-9 a la progresién de la LLC y
fundamentan el hecho de que la actividad catalitica de MMP-9 no es necesaria para al menos,

algunos de sus efectos funcionales.
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Para la identificacion de los sitios de PEX9 responsables de la unién a sus receptores
celulares, nos hemos basado en el hecho de que PEX9 contiene 4 subdominios estructurales
bien definidos (D1-D4) ) [130]. Ello ha permitido generar dos proteinas de fusion con GST,
conteniendo cada una dos de estos subdominios y estudiar sus propiedades por separado.
Ambas proteinas, GST-D1D2 y GST-D3D4 eran igualmente eficientes en mediar y bloquear la
migracion celular [195]. Sin embargo, nuestros resultados han establecido que GST-D1D2
interacciona fundamentalmente con CD44 mientras que la integrina a4B1 es el principal
receptor de GST-D3D4 [193, 195]. Estos datos corroboran el papel del CD44 como parte del
complejo de unién de la proMMP-9 a células LLC descrito previamente [177], establecido

también en otros sistemas celulares [167].

El reconocimiento de GST-D1D2 por CD44 contrasta con el pequeno efecto, ya
mencionado, del bloqueo de CD44 por anticuerpos o siRNA en la adhesidon celular a GST-PEX9.
[193]. Una posible explicacidon para estos resultados podria ser que el sitio de uniéon de D1D2 a
CD44 estuviera criptico o enmascarado en el dominio PEX9 completo. Una explicacion
alternativa es que la interaccién de PEX9 con a4f1 es de mayor afinidad que con CD44. En
apoyo de esta explicacion, la proteina GST-D1D2 en forma soluble no se une (o lo hace muy
débilmente) a células LLC mientras que GST-D3D4 se une eficientemente. Adicionalmente, la
heterogeneidad de expresién de CD44v entre las diferentes muestras de LLC podria contribuir

a su capacidad de reconocimiento de PEX9 [95].

(pro)MMP-9 interacciona con varias integrinas en diferentes sistemas celulares vy
trabajos previos han abordado el bloqueo de estas interacciones. Por ejemplo, usando la
metodologia de phage display se ha descrito que la secuencia DELW, presente en el dominio
catalitico de la MMP-9 (y MMP-2), bloquea la unidn de estas MMPs a las integrinas alB2 y
aMpB2 en células monociticas THP1 [196]. También, se ha demostrado que el péptido HFDDDE,
también en el dominio catalitico, inhibe la extravasacion celular in vivo en un modelo de
xenotransplante de leucemia mieloide aguda [197]. Los mismos autores han publicado que
péptidos que contienen el motivo CRV, que mimetiza un epitopo de activaciéon de las
integrinas, inhiben la unién de MMP-9 a la subunidad B de la integrina avB5 en células de

fibrosarcoma [198].

En esta tesis se ha utilizado una aproximacién diferente para definir la(s) secuencia(s)
especifica(s) del dominio PEX9 implicadas en la unidn a células LLC. Usando en primer lugar
una serie de péptidos sintéticos solapantes que abarcaban la region D3D4 hemos identificado

la secuencia FPGVPLDTHDVFQYREKAYFC dentro de D4, como un nuevo sitio de unién para la
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integrina a4B1. El péptido sintético P3, que contiene esta secuencia, y los péptidos mas cortos
derivados de P3, P3a y P3b, inhiben eficazmente la migracidn transendotelial de células LLC y
la unién de GST-PEX9 soluble a estas células. También inhiben parcialmente la adhesion a GST-
PEX9 y a proMMP-9, lo que sugiere la existencia de otros sitios de unién en PEX9, como
nuestros resultados también demuestran (ver a continuacidn). Otra propiedad importante de
los péptidos P3 y derivados es su capacidad para inhibir por completo la sefalizacién de

supervivencia inducida por el-cultivo de células LLC sobre proMMP-9 o GST-PEX9.

Nuestros datos aportan ademas evidencias adicionales que confirman la especificidad
de la secuencia FPGVPLDTHDVFQYREKAYFC y su funcién de ligando de la integrina a4p1. En
primer lugar el efecto funcional de un anticuerpo generado frente al péptido P3, que inhibe la
adhesién y migracién de células LLC [193]. En segundo lugar, el hecho de que mutando los dos
residuos de aspdrtico (Asp-660 y Asp-663) presentes en P3 se bloquea el efecto inhibitorio de
este péptido. Se ha demostrado que los residuos de aspartico son claves para el
reconocimiento y union de ligandos a muchas integrinas, incluyendo a4f1 [191, 192]. Otro
dato que apoya la especificidad de la secuencia P3 como ligando de a4B1 es la homologia
entre el motivo LDT, presente en P3, y motivos conocidos de unidn a esta integrina como LDV y
LDA, presentes en las regiones de fibronectina CS1 y dominio 1lI5, respectivamente, o la
secuencia IDS de VCAM-1 [192, 199, 200]. Es importante destacar que, a pesar de la similitud
de estos motivos, el péptido P3 sélo inhibe la interaccion de a4B1 con GST-PEX9 o proMMP-9
sin afectar a otros ligandos de esta integrina, como VCAM-1 o FN-H89 [193]. En este sentido,
los calculos de la KD y el IC50 indican que la union de P3 a a4B1 es de baja afinidad y esto
puede representar una ventaja para bloquear especificamente la interaccién a4f1-MMP-9,

presumiblemente también de baja afinidad.

Hemos estudiado también los posibles sitios activos presentes en la regién D1D2 de
PEX9. Esta regidon también mediaba adhesion celular eficientemente. Siguiendo una
aproximacion similar, con péptidos sintéicos solapantes que abarcaban esta regidn, nuestros
resultados demuestran que la secuencia FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW (péptido P6) es un nuevo
sitio de unidn celular al dominio PEX9. Al igual que P3, P6 inhibe eficientemente la migracion
celular y parcialmente la adhesion a GST-PEX9 [195]. Ademds, P6 inhibe también la adhesion
celular a acido hialurdnico, ligando natural de CD44, confirmando la interaccion de P6 con este

receptor.

Dufour et al. demostraron que un péptido sintético conteniendo la secuencia

SRPQGPFL, presente en la ldmina B del subdominio 1 de PEX9, inhibia la interaccion CD44-
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MMP-9 en células COS-1 y la migracidn de células de carcinoma [167]. En el estudio realizado
en esta tesis doctoral esta secuencia se encuentra en el péptido P7, que también inhibe
parcialmente la adhesion de células LLC a GST-PEX9. Sin embargo, existen varias diferencias
entre los péptidos P7 y P6: P7 es peor inhibidor de la adhesién a GST-PEX9 que P6 y apenas
bloqueba la adhesién a acido hialurdnico. Estos resultados no contradicen el trabajo de
Dufour, pero revelan la existencia de una nueva secuencia en el subdominio 1 de PEX9, que se
une mas eficientemente a células LLC que la secuencia SRPQGPFL. Dado que la actividad de P6
no se ha testado en el sistema de Dufour, ni tampoco en otros sistemas celulares, no se puede

descartar que este péptido inhiba también la adhesidn y migracién en otros tipos celulares.

Otra diferencia entre los péptidos P6 y P7 es su disposicidn espacial dentro de PEX9.
Mientras que P7 se encuentra en la parte externa de la molécula; en concreto en la cadena -
laminar, P6 esta dentro de la cavidad central. La localizacidn central de P6 es similar a la del
péptido P3, ligando de la integrina a4fB1 situado en el subdominio 4 de PEX9 [193]. En apoyo
de nuestros datos, trabajos recientes, que han utilzado aproximaciones in silico, han
identificado pequefias moléculas que se unen a la cavidad central de PEX9 y del dominio
hemopexina de la MMP-14 e inhiben la migracion, proliferacién y metdstasis de células de
carcinoma [170, 201]. La cavidad central del dominio PEX9 parece ser por tanto esencial para
la unién de las MMPs a las células y puede constituir una buena diana terapéutica. De acuerdo
con la proximidad espacial de P6 y P3 nuestros resultados demuestran que ambos péptidos
cooperan sinergisticamente en la inhibicién de la adhesién y la migracion celular. El hecho de
qgue el P7 no muestre esta cooperacion con P3, confirma que P6 es la secuencia mas activa del
subdominio 1 de PEX9 y que coopera especificamente con la secuencia P3 asegurando asi una

mayor actividad inhibitoria.

Nuestro estudio muestra por tanto que la unién del dominio PEX9 a células CLL implica
la interaccidn cooperativa de la secuencia P6 (subdominio 1) con CD44 y P3 (subdominio 4) con
la integrina a4B1. Numerosos estudios, incluidos los de nuestro laboratorio, han demostrado
la importancia de la integrina a4p1 en la migracién, tanto in vivo como in vitro, y supervivencia
de células de LLC [40, 72, 202], por lo que los datos obtenidos en este trabajo corroboran el

papel de a4B1 en la progresiéon de la enfermedad.

El papel de CD44 en la LLC ha sido menos estudiado, aunque en los ultimos afios se
han llevado a cabo numerosos estudios que indican que CD44 también contribuye al progreso
de la LLC. Nuestro grupo ha demostrado que la inhibicidn de CD44 bloquea la unién de

proMMP-9 a células LLC y por tanto la subsiguiente sefalizaciéon de supervivencia [40]. Otros
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trabajos han analizado la interaccidon de CD44 con acido hialurénico o proMMP-9 y observado
que regula la migracion de células de carcinoma [203]. La interaccién CD44-hialurdnico inhibe
también la apoptosis espontdnea y en respuesta a drogas de células CLL [167, 204, 205].
También se ha publicado un estudio reciente que demuestra la citotoxicidad de un anticuerpo
monoclonal anti-CD44 en células LLC, y su capacidad para revertir el injerto de células de
leucemia en modelos de ratdén [206]. Todos estos datos remarcan la importancia de CD44 en
diferentes patologias y en concreto en la LLC, por lo que podria ser relevante la busqueda de

nuevos farmacos dirigidos contra esta molécula.

Del conjunto de nuestros datos se deduce que el dominio PEX9 puede constituir una
diana terapéutica buena y especifica para generar nuevas drogas que frenen la progresion de
la LLC. De hecho, el analisis por BLAST revela, que a diferencia de otras secuencias que se
encuentran en el dominio catalitico de la proMMP-9,
las secuencias de los subdominios 4 y 1 de PEX9 no
presentan ningun tipo de homologia con secuencias
de otras MMPs. Por otro lado, y muy importante, los
péptidos P3 y P6 son capaces de inhibir la migracion

en todos los <casos de LLC estudiados,

independientemente del estadio clinico de las
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Figura:

Aunque la (pro)MMP-9 constitutiva es
necesaria para la migracion de células de LLC, resultados de nuestro grupo han demostrado
que niveles elevados de (pro)MMP-9, sobre todo en la membrana celular, inhiben la migracion
tanto in vitro como in vivo [177, 184]. Esto sugeria que (pro)MMP-9 podria tener differentes
efectos dependiendo de las concentraciones presentes localmente, pudiendo inducir por tanto
migracion o arresto celular. Por ello en esta tesis hemos estudiado también la posible
regulacién de la expresion de (pro)MMP-9 por otras moléculas relevantes para la LLC, como el

VEGF.
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VEGF también esta implicada en la migracion y supervivencia de céulas LLC vy, al igual
que la (pro)MMP-9, es producida por células LLC y abundante en su microambiente, ya que sus
niveles aumentan en respuesta a varios estimulos fisiolégicos [1, 45, 46] Ademads, se ha
descrito previamente que anticuerpos anti-VEGF disminuian la expresion de MMP-9 en células
LLC, sugiriendo una relacidon entre ambas proteinas [171]. Nuestros resultados demuestran

gue altas concentraciones de VEGF inducian una

o ® o disminucién de la expresion de proMMP-9 y que este
® @ VEGF efecto era mediado por el receptor VEGFR2. La regulacion
PS "’ negativa de (pro)MMP-9 por VEGF resultaba ademas en un
I W bloqueo de la migraciéon celular, confirmando el papel
%ﬂ VEGFR2 fundamental de (pro)MMP-9 constitutiva en este proceso
L L L LN AR R EEEA
.'.............‘.t“l..'...'........ [207]. No se conoce si niveles elevados de VEGF
DDDDPIDP2IPPPPHPH1)D
m producirian el mismo efecto en (pro)MMP-9 y migracion
P
- celular en otros tipos celulares. Nuestros datos muestran
m ademads que la regulacion de (pro)MMP-9 por VEGF era a
@ nivel transcripcional y que el factor de transcripcidon STAT-
1 era critico para esta sefializacion. Esto concuerda con el
[} Transcripcion de ) g | de los f STAT en | acic
proMMP-9 ya observado papel de los factores en la regulacidn
de la MMP-9 en otros sistemas celulares y la implicacién
[ ‘ Migracion ‘ de VEGFR2 [51, 208].De hecho, VEGFR2 fosforila a STAT1y

STAT6 en células endoteliales de aorta bovina [208]. En LLC
VEGFR2 interacciona con STAT1 y STAT3 constitutivamente fosforilados en Ser727,
produciendo un aumento de la supervivencia celular [51]. Ademds, STAT1 juega un papel
esencial en la represion de la transcripcion del gen de la proMMP-9 en respuesta a
interferones en varios sistemas celulares [209-211]. De hecho, un estudio anterior demostré
que los interferones inhiben la produccién de proMMP-9 en células LLC, aunque no se abordd
el mecanismo implicado [171]. A la vista de nuestros resultados, es bastante probable que
STAT1 esté también implicado en la disminucién de proMMP-9 en LLC en respuesta a

interferones.

Otras evidencias apoyan un papel relevante de VEGF en la patogénesis de la LLC. Se ha
observado que la angiogénesis estd aumentada en la médula ésea de los pacientes de LLC [61]
y que los niveles de VEGF en la orina y en el suero de estos pacientes son mayores que en

individuos sanos, correlacionando con un mal prondstico de la enfermedad [212, 213].
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Como se ha mencionado, el VEGF autocrino aumenta la supervivencia de células LLC,
ya que media el efecto antiapoptdtico de CD154 (ligando de CD40) [68] y regula positivamente
la expresidon de numerosos genes antiapoptdticos [51]. Nuestros datos revelan un nuevo papel
para VEGF en células LLC, que da lugar al bloqueo de la migracion. El hecho de que el VEGF
constitutivo no producia este efecto indicaba que requeria concentraciones elevadas de VEGF,
como las que probablemente se encuentran en los nichos de LLC, donde existen numerosos
estimulos (hipoxia, CD154, células estromales) que aumentan la expresién de VEGF [66, 68].
Los niveles elevados de VEGF en estos nichos contribuirian a la acumulacién de células

malignas y la progresién de la enfermedad [61].

Una posible explicacion para los diferentes efectos del VEGF a altas o bajas
concentraciones, seria la induccién de diferentes respuestas tras su uniéon a VEGFR2. Por otra
parte, este receptor se puede agrupar formando homodimeros o heterodimeros [214], o
formar complejos con otros receptores de membrana como proteinas G [215]. La diferente
composicion de estos complejos podria generar diferentes respuestas ante un mismo
estimulo. Alternativamente, altas concentraciones de VEGF podrian dar lugar a diferentes

asociaciones entre receptores lo que resultaria también en diferentes sefiales intracelulares.

Debido a la similitud de funciones entre VEGF y proMMP-9 en LLC hemos estudiado
también la posible asociacion entre los receptores de ambas proteinas En este sentido, un
trabajo reciente ha demostrado una asociacién entre la integrina a4p1, proMMP-9, CD44 y
CD38, en la membrana de células de LLC en correlaciéon con un mal prondstico [216]. En
nuestro estudio, la integrina a4B1 coinmunoprecipita con VEGFR2, tanto en células LLC
primarias como en la linea celular MEC-1, y esta asociacién se detecta también por
microscopia confocal. Aunque estos resultados sugieren que esta asociacidon existe y que
podria tener consecuencias funcionales importantes, son necesarios mds estudios para

determinar si a4B1 y VEGFR2 pueden formar complejos en células LLC.

En otros tipos celulares se ha descrito que proMMP-9 induce la expresion de VEGF
[180, 182]. Por ello, en esta tesis doctoral hemos analizado también la posible regulacion de
VEGF en células LLC, en respuesta a proMMP-9 y GST-PEX9. Nuestros resultados indican que
proMMP-9 aumenta la transcripcion de VEGF y la formacidn de vasos en cocultivos con células
HUVEC, mientras que el dominio PEX9 inhibe ambos procesos. Esto podria sugerir que la
actividad catalitica de la MMP-9 y no su mera unién a la membrana es necesaria para activar la
transcripcién del gen de VEGF. El hecho de que GST-PEX9 inhiba esta transcripcion esta de

acuerdo con lo observado en otros sistemas celulares, en los que el dominio hemopexina de
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MMP-2 o MMP-9, inhibian procesos angiogénicos [189, 217]. El mecanismo por el cual el

dominio PEX9 inhibe la expresién y funcion de VEGF aun no se conoce.

Ademas de regular VEGF y antigiogénesis, el dominio PEX9 también inhibia el
crecimiento de tumores generados por células MEC-1 en ratones inmunodeprimidos. Estos
resultados estan de acuerdo con un trabajo anterior en el que el dominio PEX2 inhibia el
crecimiento del tumores de glioblastoma [217]. Una posible explicacidon para la actividad de
PEX9 seria que este dominio bloquea la unidon de a4B1 a otros de sus ligandos, o a otras
estructuras de la matriz extracelular. que estabilizan el crecimiento del tumor. Ademas, la
inhibicidn de la angiogénesis inducida por PEX9 bloquearia la llegada de nutrientes a las células
tumorales, inhibiendo también su crecimiento. En resumen, nuestro estudio proporciona
nuevos datos referentes a la unién de (pro)MMP-9 a células LLC y sus consecuencias
patogénicas. También revela una nueva asociacion funcional entre proMMP-9 y VEGF, dos

moléculas fundamentales para la progresion de la LLC.
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CONCLUSIONES

proMMP-9 se une a células LLC a través de la integrina a4l y CD44v. Esta unidn
require la presencia del dominio hemopexina (PEX9) y resulta en una inhibicidn de la
migracién y un aumento de la supervivencia celular, contribuyendo por tanto a la

patogénesis de la enfermedad.

El dominio PEX9 aislado es capaz de unirse a células LLC, inhibir la migracién celular in

vitro e in vivo e inducir sefiales intracelulares de supervivencia.

La interaccidon de PEX9 con células LLC implica también dos receptores diferentes: la
integrina a4PB1l que reconoce los subdominios D3D4, y CD44 que se une a los

subdominios D1D2.

La secuencia FPGVPLDTHDVFQYREKAYF del subdominio D4, contenida en el péptido
P3, bloquea la interaccion proMMP-9-a4B1 y sus consecuencias funcionales. Inhibe

ademads la migracion celular.

La secuencia FDAIAEIGNQLYLFKDGKYW del subdominio D1, contenida en el péptido

P6, bloquea la interaccidn proMMP-9-CD44, inhibiendo también la migracion celular.

La combinacion de los péptidos P3 y P6 tiene un efecto sinergistico en la inhibicién de
la adhesién y migracidén celular. Ambas secuencias podrian constituir buenas dianas
para prevenir la unién de proMMP-9 a células LLC y su contribucion a la progresiéon de

la enfermedad.

Tanto PEX9 como un anticuerpo anti-P3 inhiben el crecimiento de tumores LCC

subcutaneos en modelos de xenotransplante con células MEC-1.

La interaccién de VEGF con su receptor VEGFR2 en células LLC disminuye la expresién
de proMMP-9 y la migracion celular. La regulacion de proMMP-9 es a nivel

transcripcional e implica la fosforilacion de STAT1 en Tyr70.

La incubacion de células LLC con proMMP-9 induce un aumento transcripcional de la

expresion de VEGF y de la vasculogenesis en ensayos sobre células HUVEC.
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10. Por el contrario, el cultivo de células LLC sobre PEX9 disminuye la expresién de VEGF y
la vasculogenesis. Esto podria sugerir que es necesaria la actividad catalitica de la

proMMP-9 para la regulacién de VEGF o que PEX9 inhibe la accién de proMMP-9.

11. Los receptores de proMMP-9 (integrina a4B1y CD44v) y VEGF (VEGFR2) parecen estar
asociados en la membrana de células LLC, lo que podria traducirse en una sefializacién

intracelular comun o complementaria.
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