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INTRODUCCION

1.1.- La matriz extracelular: composicion y funcion en adhesién celular

La matriz extracelular (MEC) es un entramado de macromoléculas que junto al
componente celular constituye los tejidos. La MEC estd4 formada por una seri¢ de
polisacdridos y protefnas secretadas localmente. La gran diversidad de formas que puede
presentar la MEC, cada una totalmente adaptada al requerimiento funcional de cada tejido
en particular, viene dada por variaciones en las cantidades relativas y la forma de
organizaci6n de sus componentes. Actualmente, se considera que la MEC no sélo actia
como soporte de la estructura ffsica de los tejidos sino que tiene un papel dindmico en la
regulacién del comportamiento de las células que interaccionan con ella, influyendo en su
desarrollo, migracién y proliferacién.

La MEC est4 formada por tres tipos principales de macromoléculas:

- Proteoglicanos (PG): son un grupo heterogéneo de macromoléculas con una
proteina central a la que se asocian cadenas de polisacdridos no ramificados formados por
repeticiones de unidades de disacdridos denominados glicosaminoglicanos (GAG). Los
GAG se retinen en cuatro grupos en base a sus caracteristicas comunes, esto es, icido
hialurénico, condroitin sulfato y dermatin sulfato, hepardn sulfato y heparina , y queratin
sulfato. Los proteoglicanos contienen un 90% de carbohidratos y se clasifican en PG de
superficie celular, de granulos intracelulares y de MEC.

- Colagenos: son una familia de protefnas fibrilares secretadas fundamentalmente
por células del tejido conjuntivo. Las moléculas de coldgeno se caracterizan por presentar
una estructura rigida de triple hélice formada por tres cadenas ¢. Se han descrito hasta 13
tipos de coldgenos diferentes (tipos I-XIII).

En algunos tejidos existe un componente adicional de MEC que es la elastina.
Las moléculas de elastina {protefnas no glicosiladas) son secretadas a la MEC como
filamentos interconectados entre ellos que dan lugar a una matriz que es capaz de
coniraerse y relajarse dependiendo de las necesidades del tejido.

- Glicoproteinas: son un grupo de moléculas con funcién adhesiva, entre las
que destacan la laminina y la fibronectina por ser mayoritarias. La laminina (LN) estd
formada por tres subunidades diferentes, una de 400 kDa (A) y dos de 200 kDa (Bl y
B2), y forma parte de la membrana basal (Chung et al. 1979). La fibronectina (Fn) es
uno de los principales componentes de MEC capaz de mediar adhesién celular y se le
dedica un capitulo aparte por ser tema central de esta tesis. Ademds existen otras
glicoprotefnas en la MEC y en el plasma capaces de interaccionar con células, como por
ejemplo la vitronectina (VN), la trombospondina (TSP) y la tenascina (Hayman et al.
1985; Lawler, 1986)
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En definitiva, en la MEC, las moléculas de proteoglicanos formarfan una especie
de gel en el que se sumergirfan las glicoprotefnas. Este entramado molecular permitiria la
difusién de nutrientes, metabolitos y hormonas entre la sangre y las c€lulas de los tejidos.
Las fibras de coldgeno darfan rigidez y ayudarian a organizar la matriz extracelular,
mientras que moléculas como la fibronectina y la laminina mediarfan adhesién celular.

Por otra parte, los componentes de la MEC, a través de las interacciones celulares,
juegan un importante papel en morfogénesis, reparacién y regeneracién de tejidos y
metdstasis. Durante estos procesos, las células alteran constantemente su morfologia y su
capacidad adhesiva a los componentes de MEC. La regulacién especifica de un tipo
celular, de la expresién de los muchos componentes de MEC, asi como de sus receptores
de membrana, proporcionan un poderoso mecanismo para el apropiado control del
comportamiento celular durante estos procesos. Ademds de establecer una serie de
contactos determinados con la MEC, las células podrian modificar estos contactos de una
forma estrechamente regulada; la regulacién de las cantidades de ligandos y receptores
presentes, la alteracién de la afinidad receptor-ligando y la proteolisis de ligandos o
receptores podrian estar implicadas en los procesos de migracion, invasién y reparacién
de tejidos. Ademds de en estos procesos, las interacciones célula-MEC tienen un papel
fundamental en las funciones del sistema inmune; son especialmente importantes para la
migracién, localizaci6n en tejidos y funcién general de los leucocitos (Springer, 1990).

1.2.- Estructura y funcion de la fibronectina

Uno de los principales componentes de matriz extracelular que funciona como mediador
de adhesién celular es la glicoprotefna Fn. La Fn no sélo estd presente en la MEC, sino
también en la superficie de gran variedad de células, en el plasma (300 pig /ml} y en otros
fluidos biol6gicos. Existen distintas formas de Fn, al menos se han descrito 20 variantes
en humanos; todas ellas son dimeros o polimeros de dos cadenas polipeptidicas -A y B-
unidas por dos puentes disulfuro y contienen alrededor de un 5% de carbohidratos.

La Fn se compone de dominios estructurales alineados a 1o largo de la molécula
que contienen los sitios de unién a las diferentes macromoléculas que interaccionan con
ella, asf como los sitios de interaccién con células (Fig.1). En general existen varios sitios
de unién para un mismo ligando, que estdn situados en diferentes dominios de Fn. El
dominio amino-terminal contiene sitios de unién a fibrina (Fib I), a heparina (Hep I, asi
como a otras proteinas (Staph A, actina, factor XIIIa). Esta regién es ademés responsable
de la polimerizacién de moléculas de Fn que tiene lugar en la matriz extracelular. El
siguiente dominio contiene el sitio de unién a coldgeno/gelatina y al componente del
complemento C1q. La regién central que viene a continuaci6n contiene un sitio un sitio de
unién a heparina de baja afinidad (Hep III) asi como el sitio de interaccién con células
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tipificado por la secuencia RGD (arginina-glicina-aspértico). La regién carboxilo-terminal
contiene sitios de unién a heparina de alta afinidad (Hep If), de interacci6n con células
(Hep 11 y HIICS, ver a continuacién), asf como de unién a fibrina (Fib II) y al componente
P del amiloide. Adyacente al dominio Fib II y en el extremo C-terminal estd la region
implicada en la formacién de los dos puentes disulfuro que unen las cadenas A y B de Fn

(Fig.1).
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Fig.1.- Dominios estructurales de la molécula de Fn. Adaptado de
Hynes,1990.

Las regiones peptidicas situadas entre los dominios globulares de Fn son muy
sensibles a la degradacién proteolitica. Esto ha permitido obtener fragmentos de Fn que
contienen uno o varios dominios practicamente intactos y que conservan su
funcionalidad. Asf la digesti6n parcial de Fn plasmadtica con tripsina permite obtener
fragmentos de 38, 58 y 80 kDa, entre otros, que se han utilizado a lo largo de esta tesis.

El andlisis de la secuencia de la Fn muestra la existencia de regiones repetidas, que
son de tres tipos de homologfa diferentes: I, I, III (Fig.2). Los dominios de uni6én a
fibrina (Fib 1 y Fib II) estdn formados por repeticiones de secuencias homélogas de 45 aa
(tipo I) que se dispone formando un par de lazos unidos por puentes disulfuro. La
secuencia de homologfa tipo I se repite 12 veces a lo largo de la molécula de Fn; 5 veces
en el dominio N-terminal (Fib I), 3 en el dominio C-terminal (Fib II) y 4 en el dominio de
unién a gelatina (Fig.2). Este dGltimo contiene también repeticiones tipo IL. La homologia
tipo II consiste en repeticiones de 60 aa y es por tanto diferente a la homologia tipo I,
aunque también contiene dos puentes disulfuro intracatenarios. Por ltimo, el segmento
central de la molécula contiene repeticiones tipo ITI que carecen de puentes disulfuro y
poseen una longitud aproximada de 90 residuos.
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La secuencia de la Fn estd altamente conservada entre especies -hay menos de un
10% de divergencia entre secuencias de diferentes mamiferos y la mayoria son cambios
conservativos-. El alto grado de conservaci6n indica una fuerte presién selectiva sobre la
funci6n de gran parte de la molécula de Fn. Es probable que cada tipo de homologfa se
corresponda con una funcién especifica: la homologfa tipo I mediarfa unién a fibrina , la
1T unién a colageno y la tipo I1I interaccionarfa con células y/u otros ligandos.
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Fig. 2.- Esquema de la secuencia primaria de las diferentes formas
de Fn. La secuencia estd formada por repeticiones de tres tipos (Hynes, 1990).

Todas la formas de Fn conocidas estin codificadas por un sblo gen que en
humanos se sitda en el cromosoma 2. Todas las unidades estructurales que se repiten en
la molécula de Fn estdn codificadas a nivel génico por unidades gendmicas discretas (uno
o dos exones); cada secuencia de repeticién estd separada por un intrén. El andlisis de la
estructura del gen de Fn permitié determinar que las distintas formas de Fn se originan
por mecanismos de "splicing” alternativo. En la Figura 2 se puede ver una representacién
esquemdtica de las distintas formas de Fn que aparecen por tales mecanismos. Las
regiones EIIIA (ED-A) y EIIB (ED-B) pueden ser excluidas o no durante el
procesamiento del RNA; mientras que IIICS (type III connecting segment) puede ser
incluida total o parcialmente, o excluida totalmente. Las posibles combinaciones son
numerosas. El modelo de "splicing" est4 sujeto a una compleja regulacion y es especifico
del tipo celular. La Fn plasmdtica es sintetizada fundamentalmente por hepatocitos y estd
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compuesta de dos cadenas polipeptidicas A y B unidas por dos puentes disulfuro; ambas
cadenas carecen de los segmentos EIIIA y EIIIB, y s6lo la cadena A contiene la regién
ITICS. Por el contrario, la Fn celular presenta EIIIA y/o EIIB y el segmento IIICS en
ambas cadenas (A y B). La Fn celular puede formar, a partir de estos dfmeros, agregados
o polimeros.

Parece razonable cuestionarse el por qué de la existencia de estas variantes de Fn.
En principio cabria pensar que la presencia o ausencia de estos segmentos confiere
propiedades funcionales especificas a las distintas isoformas de Fn; por ejemplo, la regién
HICS tiene capacidad de mediar adhesién {ver a continuacién) y esta presente en la Fn
plasmatica, pero s6lo en la cadena A, mientras que en la Fn celular aparece en ambas
cadenas sugiriendo una funcionalidad diferencial; por el contrario, los segmentos EIIIA y
EIIIB s6lo estan presentes en Fn celular, lo que sugiere también funciones especificas de
la Fn celular. Ademés de estas diferencias en secuencia, entre las distintas variantes de Fn
hay que sumar las diferencias que presumiblemente deben existir en los procesos de
glicosilacién, fosforilacién y sulfatacién posteriores a la sfntesis proteica.

La multiplicidad de sitios de unién y la existencia de varias formas de Fn confieren
a esta proteina las siquientes funciones:

1.- Organizacién del citoesqueleto: Hay evidencias que correlacionan la
organizacién de microfilamentos con los niveles de Fn extracelular, parece que existe una
relacién reciproca entre el grado de organizacién del citoesqueleto y el de las fibrillas de
Fn en la MEC. Asimismo, se ha demostrado la colocalizacién de filamentos de actina y
fibras de Fn indicando que existe un efecto transmembrana de la Fn ex6gena; otras
proteinas como vinculina, talina y ¢-actinina también se asocian con Fn, estas protefnas
se localizan en los contactos focales.

2.- Migracién celular: Se ha demostrado que la Fn purificada, tanto plasmética
como celular, promueve la migracién celular de fibroblastos, células musculares lisas,
células de la cresta neural, queratinocitos, células de Schwann, astrocitos, células de
melanoma, etc. En cambio, inhibe la migraci6én de células del epitelio del higado, y no
promueve migracién de neutréfilos. La Fn se puede considerar entre las moléculas que
intervienen en fenémenos de haptotaxis, es decir, fenémenos que implican migracién en
respuesta a un gradiente de adhesividad en el sustrato; la regién responsable de este efecto
se localiza en 1a zona central de la molécula.

3.- Desarrollo v diferenciacioén: La Fn participa en fenémenos de migracién,
adhesién y cambios de morfologia celular, asi como en fenémenos de morfogénesis, es
decir, de polarizaci6n, plegamiento y organizacién de hojas embrionarias. Ademads, los
procesos finales de la diferenciaci6n celular pueden estar afectados por el tipo de matriz al
que se encuentran expuestas las células; por ejemplo, 1a Fn juega un papel importante en
la diferenciacién del linaje eritropoyético.
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4.- Transformacién oncogénica: Existe correlacién entre transformacidn,

tumorigenicidad y malignidad con la disminucién de los niveles de Fn en superficie
celular. La pérdida de Fn tiene consecuencias en el cambio del fenotipo celular; algunas
células transformadas muestran una menor sintesis de Fn y, otras, mayores niveles de
enzimas proteoliticas, que podrian actuar sobre la Fn o sus receptores, debilitando asi la
interaccién célula-MEC. Estos fen6émenos conducirfan a un fenotipo transformado que se
caracteriza por una adhesion reducida, una morfologfa mas redondeada y un citoesqueleto
desorganizado.

5.- Trombaosis v hemostasis; La Fn reacciona con fibrina quedando incorporada a
los codgulos. Ademds, también participa en la agregacién plaquetaria que se produce
durante la coagulacién. De hecho, las plaquetas en reposo no presentan Fn en superficie,
s6lo aparece tras la activacion.

6.- Curacidn de heridas v fibrosis: Los dep6sitos de Fn y fibrina son importantes
durante los fenémenos de curacién de heridas, pues sirven como sustrato para la adhesion
y migracién de las células que reparan el dafio tisular. En ocasiones, esta matriz es
sustituida por otra formada por coldgeno y Fn que no resulta siempre apropiada, caso en
el que se origina una fibrosis. Ademds, en las heridas s¢ ha detectado Fn cubriendo
desechos celulares que después son fagocitados por los macréfagos. Asi pues, la Fn
participarfa en la reparacién del dafio tisular y en la eliminacién de los desechos
originados por el mismo.

7.- Eagocitosis ¢ interaccion con microorganismos parogenos: Existen evidencias
que indican que la Fn aumenta la fagocitosis, que estd mediada por otros receptores
presentes en monocitos, macréfagos o neutréfilos. Los receptores de factores del
complemento y de la regién Fc de Ig parecen activarse para la fagocitosis cuando se ocupa
el receptor de Fn. Se ha especulado con la posibilidad de que la Fn pudiera funcionar "in
vivo" como una opsonina no especifica, capaz de promover la eliminacién de diferentes
materiales de la circulacién . La Fn se puede unir a distintos microorganismos (bacterias y
levaduras), y existen indicaciones de que esta uni6n pudiera tener importancia fisiolégica.

8.- Adhesion celular; La funcién principal de la Fn es mediar adhesién celular.Se
ha demostrado que la Fn adherida a sustrato media mejor adhesién que Ia Fn soluble; esto
podria ser debido a un cambio conformacional durante el proceso de adhesién al sustrato,
o bien seria un reflejo de la baja afinidad de las células por las moléculas de Fn aisladas,
que se ve aumentada al inmovilizarse la proteina sobre el sustrato (fenémeno de
polivalencia). La unién a Fn inmovilizada requiere la presencia de cationes divalentes y un
metabolismo activo, aunque no se requiere la sintesis de proteinas.

Como se ha mencionado previamente, las secuencias responsables de esta
interaccién estdn situadas en las regiones central y carboxilo-terminal de la Fn
respectivamente. En la region central 1a secuencia mediadora de adhesién es RGD aunque
existen sitios sinergisticos que son necesarios para una adhesién celular estable (Yamada,
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1991). En la regién carboxilo-terminal se han identificado secuencias activas en el
dominio Hep I1 (1, I, IIL, IV, V, H1) y en la regién IIICS (Tabla I y Fig.3). Dentro de
IIICS se han identificado dos sitios mediadores de adhesién: CS-1 (25 primeros
aminodcidos) y CS-5 (residuos 90-109) (Humphries et al. 1987). Ambas regiones estdn
reguladas por "splicing” alternativo. CS-1 es el sitio de mayor afinidad. Los receptores
celulares que reconocen algunas de estas secuencias pertenecen a la familia de las
Integrinas (ver a continuacién).

TABLA ]
it . Hep II S .
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Fig.3.- Representacion esquemiatica de la Fn plasmaitica. La posicién
de la secuencia RGD aparece indicada por el asterisco (*) dentro del dominio de
unién celular; los sitios sinergisticos no estsn indicados. El dominio Hep II estd
presente en ambas cadenas. Sin embargo, la regién IIICS sélo aparece en la
cadena A de Fn; la secuencia CS-5 no figura porque no se ha detectado en
cantidades apreciables en Fn plasmatica.
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1.3.- Moléculas de adhesion de superficie celular

Como ya se ha mencionado, las interacciones célula-MEC o célula-célula son importantes
en migracién y en el reconocimiento célula-célula y participan en numerosos procesos
biolégicos. Por ejemplo, las funciones de los linfocitos T en la respuesta inmune

' dependen de su contacto directo con otras células, y la extravasacién y migracién a los
tejidos de los leucocitos se hace mediante la adhesién especifica a determinados tipos
celulares. La transicién rdpida entre estados adherentes y no adherentes tiene una
importancia capital durante los fenémenos de vigilancia inmunolégica. Estos mecanismos
de adhesi6n se llevan a cabo por moléculas accesorias del sistema inmune.

Principalmente son tres las familias de moléculas de superficie celular que regulan
la migracién de los leucocitos y las interacciones entre células activadas durante la
respuesta inmune:

- La superfamilia de las Inmunoglobulinas. Sus miembros poseen al menos un
dominio de tipo inmunoglobulina, compuesto por 90-100 aa dispuestos en estructura de
sandwich constitufda por dos ldminas formadas por cadenas P antiparalelas, estabilizada
por un puente disulfuro. Esta familia incluye las moléculas siguientes: LFA-2, LFA-3,
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, TCR, CD3, CD4, CD8 y moléculas de clase I y
I1 del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

- La familia de las Selectinas. Son muy importantes en la interaccién de
leucocitos con el endotelio vascular; tienen en su estructura un dominio de tipo lectina
(117-120 aa) en posicién N-terminal, un dominio similar al EGF (epidermal growth
Jfactor) de 30-40 aa y varios dominios repetidos similares a los que existen en protefnas
que regulan el complemento (SCR 6 short consensus repeat.). Esta familia incluye la L-
selectina {Mel-14 o LAM-1), la E-selectina (CD62E o EILAM-1) y la P-selectina
(PADGEM, CD2P o GMP-140); se expresan en leucocitos, endotelio, y endotelio y
plaquetas, respectivamente.

- La familia de las Integrinas. Hasta ¢l momento se¢ han identificado 22
moléculas diferentes cuyas caracteristicas m4s relevantes veremos en el siguiente capitulo.

1.4.- Familia de las Integrinas

Los miembros de esta familia de moléculas de adhesién "integran” el medio extracelular
con el interior de la célula y estdn implicados en procesos de adhesién célula-célula y
célula-MEC; juegan un importante papel a lo largo del desarrollo y la vida adulta y estdn
ampliamente distribuidas -la mayorfa de las integrinas se expresan en gran variedad de
¢élulas y la mayorfa de las células expresan varias integrinas- (Hynes, 1992)
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Las integrinas son glicoprotefnas de membrana; cada una es un heterodimero
formado por una subunidad o (120-180 kDa) y una subunidad B (90-110 kDa) unidas de
forma no covalente. Presentan un dominio extracelular que interacciona con su ligando
especifico, una regién transmembrana y una cola citopiasmdtica (Fig.4).

Ligandos

Subunidad o Subunidad B

{ Dominio extracelular

Membrana

Talina
Vinculina
o-actinina

N

Citoesqueleto de actina

Fig. 4.- Modelo de la estructura de las integrinas. (Adaptado de
McDonald, J.A. and Mechan, R.P. 1991).

En la actualidad se han descrito hasta 14 subunidades o y 8 subunidades § (Tabla
II), y aunque teéricamente se podrian asociar dando lugar a més de 100 combinaciones
of, la diversidad parece estar restringida. Tradicionalmente se han definido tres
subfamilias segiin la cadena 3 que comparten (1, B2 y B3), aunque algunas subunidades
o pueden asociarse con més de una subunidad f; av es particularmente promiscua en este
sentido. Ademds, la existencia de variantes reguladas por "splicing alternativo" afiade un
nivel més de complejidad; este tipo de regulacién se ha descrito para el dominio
citoplasmitico de las subunidades 1,83, B4, a3 y a6 (Sonnenberg, 1993) y para el
dominio extracelular de oM. La Tabla Il muestra el nombre comin de los distintos
heterodfmeros, asf como sus respectivos ligandos; puede observarse que una integrina, a
menudo, une més de vn ligando y cada ligando puede ser reconocido por més de una
integrina.
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TABLA Ul
RECEPTORES DE LA FAMILIA DE LAS INTEGRINAS

Subunidades Nombres Ligandos
o VLA-1, CD49a/CD29 LN, COL
o2 VLA-2, CD49b/CD29 LN, COL, FN
o3 VLA-3, CD49¢/CD29 LN, COL, FN, EPN
o4 VLA-4, CD49d/CD29 FN, VCAM-1, TSP, IVN
B1 o5 VLA-5, CD49e/CD29 FN, TSP
ob VLA-6, CD49§/CD29 LN, FN
o7 VLA-7 LN
o8 VLA-8
o9 VLA-9
oV FN, VN, COL, FG, vWF
(o] LFA-1, CD11a/CD18 ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
p2 oM MAC-1, CD11b/CD18 ICAM-1, FG, C3bi, F. X
oX p150/95, CD11¢/CD18 C3bi, FG
B3 «allb gplib/lla, CD41a FN, FB, vWF, VN
oV VNR, CD51 VN, vWF, FB, FN, TSP
4 ob VLA-Balt LN
f5 aV VNRalt VN
p6 oV FN
B7 o4 LPAM-1 FN, VCAM-1, MadCAM-1
oE alELP7
B8 aV

LN (laminina), COL (coldgeno), FN (fibronectina), VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1), TSP (trombospondina), FG (fibrin6geno), vWF (factor von Willebrand),
ICAMs (intercellular adhesion molecules), C3bi (factor del Complemento), VN



Inuoduccion 11

(vitronectina), EPN (epilegrina ), MadCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule
)., INV (invasin).

Las subfamilias Bl y B3 estdn principalmente implicadas en el reconocimiento de
proteinas de matriz extracelular (LN, COL, VN, TSP, Fn). La subfamilia ] también
se conoce como familia VLA (very late after activation antigens) ya Que los dos primeros
miembros descritos, 181 y a2f1, aparecian en la superficie de los linfocitos de 2 a 4
semanas después de Ia activacién "in vitro” con el antigeno. La Tabla II resume los
miembros que actualmente forman esta subfamilia: «2p1, a5p1 y a6B1 son receptores
prototipo de coldgeno, fibronectina y laminina respectivamente; otros, como alfl y
o3B1, pueden unir m4s de un componente de MEC; c4P1 es un miembro excepcional ya
que estd implicado en interacciones célula-célula y célula-MEC. A esta integrina se dedica
el apartado siguiente por ser tema central de esta tesis. Los miembros de la subfamilia
33 también se conocen como citoadhesinas: alIbp3 se considera como el receptor
prototipo de esta familia y se expresa sélo en plaquetas y megacariocitos; avf3 es otro
miembro de esta familia y aparece ampliamente distribuido.

La subfamilia J2 estd implicada en procesos de interaccién célula-célula
fundamentalmente. Los miembros de esta subfamilia se expresan exclusivamente en
leucocitos, aunque el nivel de expresién varfa segin el tipo celular, el nivel de activacién
y el grado de diferenciacidén celular; tienen un papel importante en la extravasacién de los
leucocitos. De hecho, la patologia LAD (leucocyte adhesion deficiency), en la cual existe
una expresién defectuosa de la cadena (2, se caracteriza por la falta de extravasacién de
neutréfilos y monocitos.

La regi6n de unién al ligando de las integrinas estd en la zona extracelular y esta
formada tanto por la cadena o como por la B, la interaccién requiere cationes divalentes
en el medio,

Por otro lado, las integrinas interaccionan en su zona citoplasmética con protefnas
del citoesqueleto (Fig.4) jugando asi un importante papel en la conexién del citoesqueleto
con la membrana plasmdtica. Los filamentos de actina estdn anclados en la membrana
plasmadtica en los llamados contactos focales o placas de adhesion que ademds de las
integrinas contienen varias proteinas citoplasméticas como por ejemplo vinculina, talina, y
ci-actinina (Burridge et al. 1988). Se sabe que el dominio citoplasmético de la subunidad
P1 interacciona con talina y o-actinina. La secuencia de uniones serfa: talina-vinculina-o-
actinina-actina, aunque también podria interaccionar con c-actinina directamente (Otey et
al. 1990). Los contactos focales contienen otras protefnas como paxilina, tensina y zyxin
(Sonnenberg, 1993). A pesar de que las integrinas B1 contienen todos los sitios para la
interaccién con los componentes del citoesqueleto, no se localizan en los contactos focales
a menos que se hayan unido a sus ligandos extracelulares. Asf aSfi1 se localiza en los
contactos focales sobre Fn mientras que 02B1 se localiza en los contactos focales cuando
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las células crecen sobre COL tipo I. No existen evidencias de la interaccién directa de la
cadena o con protefnas de citoesqueleto. Parece que hasta que la integrina se piensa que la

integrina no estd unida a sus ligandos, la subunidad & previene la asociacién de la
subunidad B1 con los componentes del citoesqueleto. Su funcién podria ser regular los
tipos de interaccién de la cadena 1 con el citoesqueleto (Sonenberg, 1993).

De esta forma, tras la unién a las protefnas de MEC, las integrinas interaccionan
con el citoesqueleto e inducen su reorganizacién. El patrén de citoesqueleto generado es

funcién de la informacidn extracelular y del sistema de lectura intracelular que comienza
con la interaccién especifica entre los dominios citoplasmdticos de las subunidades oL y B,

u otros receptores de adhesidn, y proteinas intracelulares. El proceso de reorganizacién de
citoesqueleto que se ha estudiado més extensivamente es la formacién de contactos

focales que tiene lugar tras la adhesién de fibroblastos a fibronectina y vitronectina via
a5P1 (Sonenberg, 1993). El patrén de citoesqueleto formado influye en la adhesividad,

en la forma celular y en la movilidad, y también podria influir en la propagacién de
sefiales reguladoras mediadas por integrinas (Damsky and Werb, 1992; Humpries et al.
1993)

Actina

ah

TN @ -

MP, \

1
Integrinais nm
VN O FN-oren . Bl grinais,

[/

Fig. 5.- Representaciéon esquemitica de la interacciéon de las

integrinas con las proteinas del citoesqueleto.
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1.5.- Integrina odp1

El heterodimero 041 estd compuesto por una cadena de 150 kDa (04) unida no
covalentemente a una cadena de 130 kDa (B1). La asociacién de ambas cadenas es
necesaria para la expresién del heterodimero en la superficie celular. La subunidad 1,
comin para las proteinas VLA, se ha clonado y secuenciado (Hemler et al. 1987). De
igual modo, la estructura primaria de la subunidad o4, presumiblemente responsable de
determinar la especificidad de ligando del complejo adp1, también se ha determinado
(Takada et al. 1989).

La subunidad a4 estd codificada por un s6lo gen localizado en el brazo largo del
cromosoma 2 y presenta un 17-24% de similitud con otras cadenas o. Consta de 7
dominios homélogos de 30-41 aa repetidos en ¢l extremo N-terminal de la molécula.

Dentro de los dominios V, VI y VII aparecen tres sitios de unién de cationes divalentes.
La subunidad o4 contiene 12 sitios de N-glicosilacién y 24 cisteinas. Ademds, no

presenta el dominio I, tan caracterfstico de otras subunidades ¢, insertado en la porcién
N-terminal de la molécula, ni cadenas cortas asociadas en la porcién C-terminal. Otra
caracteristica que diferencia 04 de otras subunidades o es la presencia de un punto de
rotura aproximadamente en la mitad de la secuencia, que es el responsable de la aparicién
de dos fragmentos de la cadena de a4. Las técnicas de marcaje e inmunoprecipitacién
usando Acm anti-o4 o anti-f1 se han utilizado para estudiar la estructura molecular de
04B1. Asf se han identificado las siquientes formas de esta subunidad: una forma intacta
de 150 kDa y una forma rota conteniendo dos fragmentos de 80 kDa (N-terminal) y 70
kDa (C-terminal) respectivamente (Fig.6). Ademds de estas dos formas, se ha
identificado otra forma de 180 kDa.

La cadena B1 presenta un 44% de similitud con otras subunidades B y un 82-90%
de identidad con subunidades B1 de otras especies. Estos datos indican que Bl es una
molécula altamente conservada que presumiblemente posee importantes funciones. Es una
proteina de 778 aa; su cola citoplasmadtica consta de 47 residuos e interacciona con
proteinas de citoesqueleto como talina y ¢-actinina. La cola citoplasmética puede sufrir
fosforilacién, lo cual puede afectar a la asociacién de la integrina con el citoesqueleto asf
como su localizaci6én en los contactos focales. a4 ademds de asociarse con la subunidad
B1, también puede hacerlo con la subunidad B7; 04P7 se identificé como receptor de
"homing"” para la Placas de Peyer (Holzman et al. 1989) y se expresa en células T CD4+
en reposo, linfocitos T de sangre periférica activados con PMA, linfocitos B de sangre
periférica, lineas celulares B y células premonocfticas U937 activadas con PMA. a4f7
reconoce como ligando principal MadCAM-1. Ademds, como muestra la Tabla IT
reconoce también 1a Fn (sitio CS-1) y VCAM-1.
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Fig.6.- Representacién esquemética de la integrina a4 1. (Adaptado de
Teixido and Sdnchez-Madrid, 1993).

La integrina od4P1, se expresa en la superficie de linfocitos B y T, monocitos ,
baséfilos, eosinéfilos, mastocitos maduros y precursores de médula ésea (Teixido and
Sanchez-Madrid, 1993). De entre las células originarias de la médula ésea, sélo los
neutréfilos, plaquetas y eritrocitos no expresan 04p1.

Las poblaciones de linfocitos T (LT) virgenes y de memoria difieren en la
expresién de 04P1; en el primer caso la expresi6n es homogénea y baja y en el segundo
caso es heterogénea y més alta (Picker et al. 1990; Horgan et al. 1992). La poblacién de
timocitos dobles negativos expresan mayores niveles de a4l que la poblacién de
timocitos dobles positivos y simples positivos (Sawadaet et al. 1992). Asimismo, los
linfocitos T activados presentan mayores niveles de expresién de 4Bl y otras integrinas
(Sdnchez-Madrid et al. 1986; Hemler et al. 1990)

En los linfocitos B la expresién de a4 varia en los procesos de diferenciacién y
activacién (Postigo et al. 1991), Las lineas celulares linfoides y mieloides son positivas
para o431, mientras que los tipos celulares adherentes tales como fibroblastos y células
epiteliales expresan muy debilmente o en absoluto a4f1. Ciertas lineas celulares de
melanoma y carcinoma también expresan adpl.

Como ya se ha mencionado, la integrina 451 es un miembro excepcional de la
subfamilia 1 ya que estd implicada en interacciones célula-célula y célula-MEC. Como
muestra la Tabla IT los ligandos descritos de a4P1 son Fn, VCAM-1, TSP, e invasin.

1.- En la Tabla III se muestran las secuencias activas de la regién
carboxilo-terminal de Fn capaces de interacionar con 04f1
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TABLA 111
Sitios actiy : i
H1 IDAPS
I YEKPGSPPREVVPRPRPGV
I KNNQKSEPLIGRKKT
CS-1 DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST
CS-5 GEEQIQIHIPREDVDYHLYP

Las secuencias H1, I y II, pertenecen al dominio Hep II y se describieron como
sitios capaces de interaccionar con 041 en células de melanoma (McCarthy et al., 1988;
Mould and Humphries, 1991b; Iida et al., 1992). Los sitios CS-1 y CS-5 también son
ligandos de ad4fl (Wayner et al. 1989; Ferreira et al. 1990; Garcia-Pardo et al. 1990;
Mould et al 1990; Guan et al. 1990), pertenecen a la regién IIICS y las secuencias
minimas capaces de mediar adhesién se indican en negrita (Mould et al. 1991a; Komoriya
et al.,, 1991; Wayner et al. 1992). Estudios recientes, incluyendo los de nuestro

laboratorio, parecen indicar que el reconocimiento de unas u otras secuencias por parie de
04P1 dependeria del tipo celular, esto es, linfocitos T, B y monocitos, asi como del

estado de activacion del receptor.

2.- VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) (Elices et al.1990) es un
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y se expresa en células endoteliales
activadas (Polte et al.1990; Cybulsky et al. 1991a). Existen diferentes formas de VCAM-
1 reguladas por "splicing" alternativo; varian en el nimero de dominios de Ig. La forma
predominante en células endoteliales contiene 7 dominios de Ig (VCAM-1 7D) (Cybulsky
et al. 1991a, 1991b; Hession et al. 1991), y difiere de la forma originalmente descrita,
VCAM-1 6D en un dominio de Ig adicional entre el tercer y el cuarto dominio. Tanto
VCAM-1 7D como 6D median adhesion via o431, Mediante experimentos de adhesion se
ha demostrado que los dominios homélogos 1 y 4 de VCAM-1 se requieren para la
interaccién con a4p1. '

Ademds, 041 es el receptor de trombospondina (TSP) que es una glicoproteina
presente en plasma (Yabkwitz et al. 1993) y de la protefna bacteriana invasin (Ennis et al.
1993). Por otra parte se ha descrito también como mediadora de agregacién celular

homotipica a través de un mecanismo LFA-1/ICAM-1 independiente, sugiriendose la
existencia de otro ligando celular para a4f1 ain no identificado (Campanero et al. 1990;

Bednarczyk 1990; Caixia et al. 1991).
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1.6.- Regulacion funcional de las integrinas

Las células pueden variar sus propiedades adhesivas por medio de la expresién selectiva
de las distintas integrinas que existen, e incluso pueden modular la capacidad adhesiva de
los receptores que estdn expresando -una misma integrina que esté presente en distintos
tipos celulares puede no reconocer los mismos ligandos-. La expresi6n superficial de una
integrina no implica su funcionalidad como molécula capaz de mediar adhesion.

La afinidad de las integrinas por sus ligandos no es siempre constante, €sto €s,
las integrinas existen en varios estados de activacion. Hay numerosos ejemplos descritos
que muestran cémo la avidez puede ser modulada de forma rdpida y reversible
-fenémenos de activacion y desactivacidn-. La naturaleza transitoria de estos fenémenos
es probablemente un importante mecanismo para liberar los linfocitos de otras células y
permitir de forma repetida la unién/liberacién celular (Teixido and S4nchez-Madrid,
1993).

La activacién de plaguetas, neutréfilos y linfocitos por diferentes estimulos
aumentan la avidez de las integrinas B3, B2 y B1 por sus ligandos (Springer, 1990;
Hemler, 1990; Hynes, 1992). Los mecanismos de adhesién dependientes de activacién se
han descrito para ¢4B1 y a5B1 en células T (Shimizu et al 1990). También las células B
activadas se unen con mayor avidez a VCAM-1 y Fn, via o431, que las células B en
reposo (Freedman et al. 1990; Postigo et al. 1991; Koopman et al. 1991). Un efecto
regulador similar se ha descrito para ad7 en células T y B activadas. Ademds, esta
regulacién ocurre "in vivo", como han demostrado algunos estudios sobre la funcién de
041 en células T aisladas de sinovio inflamado en pacientes con artritis reumatoide
(Laffén et al. 1991; Postigo et al. 1992). Los mecanismos moleculares que conducen a
los procesos de activacién de integrinas no se conocen totalmente. Es posible que la
activacién de integrinas dependa de un cambio conformacional en los sitios de unién a
ligandos. Estos cambios podrian ser sefializados por los dominios citoplasmaticos de las
integrinas, quiza debido a interacciones con otras protefnas del citoesqueleto. Parece que

la actividad de unién de una integrina depende del dominio citoplasmatico de la subunidad
B mientras su funcién podria ser regulada por el dominio citoplasmético de las subunidad

o (Sonnenberg, 1993). Se ha demostrado la existencia de cambios conformacionales en
integrinas solubles cuya afinidad puede ser modulada por Acm, asi como por ligandos
fisiolégicos (O'Toole et al. 1990; Du X et al. 1991; Arroyo et al. 1993). En este contexto,
la cadena P1 regula la afinidad de diferentes heterodimeros of1, incluyendo adfi1
{Arroyo et al. 1992; Kovach et al. 1992; Faull et al. 1993; Masumoto er al. 1993). Todos
estos datos parecen indicar que la interaccién de las integrinas B1 con sus ligandos puede

ser regulada por el cambio entre conformaciones diferencialmente activas de los
receptores ofi1.
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Para algunas integrinas se ha sugerido una relacién entre fosforilacién y su
funcién como receptor de adhesién (Sonnenberg, 1993). Una cuestién a resolver es si la
fosforilacién juega un papel importante en la interaccién de las integrinas con
componentes citoplasmaiticos. Aunque se ha publicado la fosforilacién de las proteinas
talina, vinculina y paxilina en células tratadas con PMA, no esté claro si la asociacién de
integrinas realmente depende de la fosforilacion de talina u otros componentes del
citoesqueleto. También se tienen datos sobre ciertos lipidos que pueden regular la
actividad de las integrinas (Sonnenberg, 1993).

La estimulacién con PMA, puede producir la activacion de las integrinas pudiendo
entonces unirse a sus ligandos. Distintos trabajos han documentado que 1a unién de las
integrinas & sus ligandos conduce a un cambio conformacional en el dominio extracelular
del receptor. Estos cambios resultarian en la expresién de nuevos epitopos capaces de ser
detectados por Acms. Se podria pensar que la unién a ligandos también podria inducir un
cambio conformacional en el dominio citoplasmdtico de la subunidad P} o incluso en la
subunidad o. Otras proteinas citoplasmadticas podrian, de esta forma, interaccionar con la
subunidad P estableciendose asi la unién con el citoesqueleto.

También se han descrito mecanismos de activacién independientes de PMA que
incluyen tratamientos de integrinas con ciertos cationes divalente como Mn2+, Ac contra
distintas subunidades, o con péptidos que contienen secuencias activas de los ligandos
(Sonnenberg, 1993). La activacién inducida por estos agentes podria mimetizar €] cambio
conformacional de las integrinas.

1.7.- Transmision de senales a través de las integrinas.

La adhesién a la MEC conduce a cambios en la morfologia celular y 1a organizacién del
citoesqueleto y afecta a funciones celulares como proliferacién y diferenciacién. Aunque
durante un tiempo se consideré que las interacciones celulares con la MEC eran
puramente mecdnicas, actualmente existen evidencias de la implicacion en Ia sefializacién
desde el exterior al interior celular.

Las primeras evidencias mostraron que la expresion génica se modificaba tras la
adhesién a proteinas de MEC o tratamientos celulares con Ac anti-integrinas.(Eiermen et
al. 1989; Werb et al. 1989; Haskill, 1991; Juliano and Haskill, 1993). Aunque las rutas
de sefializacién que conducen a estos eventos se estdn estudiando, ain se desconocen los
mecanismos precisos por 1os que se transmiten sefiales via integrinas. Entre los ejemplos
descritos de control de la expresi6n génica a través de interacciones adhesivas con la MEC
se puede citar la induccién de expresion de genes de metaloproteasas subsiguiente a la
adhesion de células fibrobldsticas a fragmentos de Fn y Acm anti-¢t5. Sin embargo, el
caso mds dramdtico de induccién génica a través de interacciones adhesivas con MEC
sucede en monocitos; estas células sufren un cambio rdpido en el patrén de expresién
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génica tras la adhesi6n a proteinas de MEC (Juliano and Haskill, 1993). La interaccién de
a5B1 con Fn en células T induce el factor de transcripcién AP-1 (Yamada et al. 1991).
o431 en monocitos actua como una primera molécula produciendo una sefial capaz de
regular la expresién de genes de citoquinas inflamatorias (Yurochko et al. 1992).

Como ya se ha mencionado, el dominio citoplasmdtico de la subunidad §1 de las
integrinas interacciona con elementos del citoesqueleto en los contactos focales. Otras
protefnas con funciones reguladoras o enziméticas se localizan también en los contactos
focales y podrian ser importantes en la transduccién de scfiales mediadas por adhesion.
Estas protefnas incluyen isoformas especificas de pKC, pp60SCT, asi como otras tirosina
quinasas. Estas probablemente sean activas en los contactos focales por ¢l alto nivel de
proteinas fosforiladas en tirosina que se detectan en estos sitios (Defilipi et al. 1994).

Ademds, las rutas de sefializacién identificadas mediadas por integrinas incluyen la
regulaci6n de la bomba Nat/H+, el flujo de Ca2+, estimulacién de la sintesis de lipidos y
fosforilacién en tirosina de una protefna de 130 kDa que se denomin6 pp125faK y se
localiza especialmente en los contactos focales (Teixido and S4dnchez-Madrid, 1993).



2.- OBJETIVOS
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Las interacciones de los leucocitos con la matriz extracelular (MEC) son fundamentales
para su migracién y localizacién en tejidos, asi como para el desarrollo y 1a funcidn
general de estas células.

La interaccién de los leucocitos con el componente de MEC Fn estd
principalmente mediada por las integrinas o581 y adfB1, que reconocen la secuencia
RGD en la regién central y los sitios CS1/Hep II en la regién carboxilo-terminal de Fn
respectivamente.

Sin embargo, se desconocen otros muchos aspectos sobre la interaccién
leucocitaria con Fn mediada por ad4pl y a3pl, por ejemplo los sitios adherentes
adicionales implicados, regulacién funcional de estos receptores y consecuencias
intracelulares de estas interacciones.

Asi, nos plantecamos profundizar en el estudio de la interaccién leucocito-Fn via
dichas integrinas y en este contexto nuestros objetivos concretos fueron:

1.- Estudio de la interaccién de los leucocitos humanos con la regidn carboxilo-
terminal de Fn:

a.- Caracterizacion de nuevos Acm anti-Fn como instrumentos de trabajo en el

estudio de interacciones celulares con Fn.

b.- Estudio del reconocimiento del dominio Hep II de Fn a través de la integrina

o4f1 expresada en distintas poblaciones hematopoyéticas; andlisis de la

regulacién funcional.

2.- Estudio de la interaccién de los leucocitos humanos con la regién central de
fibronectina:

a.- Identificacién de nuevos ligandos en la molécula de Fn.

b.- Andlisis de los receptores celulares implicados y su regulacién.

3.- Estudio de las consecuencias biolégicas de la interaccién de la integrina o431
con sus ligandos en Fn:

a.- Reorganizaci6n de las proteinas del citoesqueleto tras la interaccion del receptor

con distintos ligandos de Fn.

b.- Anélisis de los eventos de fosforilacién posteriores a las interacciones citadas.
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MATERIALES Y METODOS
3.1.- Proteinas de matriz extracelular (MEC)
3.1.1.- Fibronectina, fragmentos de fibronectina y péptidos sintéticos

La fibronectina plasmética humana, donada por los Drs. B. Horowitz y R. Shuiman
(New York Blood Center, New York, NY), se purificé por cromatograffa de afinidad en
columnas de gelatina-Sepharosa (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden). El
eluido ( fraccién Urea 4 M) se dializ6 a 4°C frente a una solucién Tris 25 mM, CINa 50
mM, EDTANay 0.5 mM pH 7.6 (en adelante solucién Tris 25 mM) y se utiliz6 para
obtener distintos fragmentos de Fn por digestién enzimética.

Los fragmentos de 200, 190, 31 y 29 kDa se obtuvieron por digestién suave
de la Fn con tripsina (1:1000 w/w, 15 min, temperatura ambiente) y posterior purificacion
con una columna de gelatina-Sepharosa equilibrada en una solucién Tris 25 mM. Los
fragmentos unidos a dicha columna -200 y 190 kDa- se eluyeron con una solucién Tris
25 mM, Urea 4 M y se purificaron postericrmente con una columna de Sephacryl S5-200
(Pharmacia); los fragmentos no unidos a la columna de gelatina -Sepharosa -29 y 31 kDa-
se separaron, a continuacién, con una columna de heparina-Sepharosa (Pharmacia) (el
fragmento de 31 kDa aparece en la fraccidn no unida y el fragmento de 29 KDa en la
fraccién elufda con CiNa (.15 M). Por uitimo, una columna de DEAE-Sephacel permitié
la purificacién final del fragmento de 31 kDa.

Los fragmentos de Fn de 80, 58 y 38 kDa se obtuvieron a partir de digestiones
mdés exhaustivas de Fn con tripsina (1:200 w/w, 90 min, a 37°C). La aplicacién del
digerido por cromatografia de afinidad en columnas de heparina-Sepharosa permitio eluir:

- los fragmentos de 80 kDa en la fraccién de CINa 0.1 M.

- los fragmentos de 38 y 58 kDa en la fraccién de CINa 0.5 M.

Posteriormente, el fragmento de 80 kDa se purificé utilizando una columna de
gelatina-Sepharosa y otra columna de DEAE-Sephacel a continuaci6n (fraccién de CINa
0.2 M); los fragmentos de 38 y 58 kDa se separaron por medio de una columna de
DEAE-Sephacel que retiene el fragmento de 58 kDa pero no el de 38 kDa; el fragmento de
58 kDa se eluy6 en la fraccion de CINa 0.08 M y se purific6 posteriormente por FPLC
(Pharmacia). Finalmente, ¢l fragmento de 38 kDa, presente en la fraccién no unida de
DEAE-Sephacel, se purific6 con una matriz de CM-Sephacex (Pharmacia) equilibrada en
una solucién Tris 10 mM, Urea 2 M, CINa 50 mM pH 7.0. Tras la eliminacién de los
materiales no unidos, el fragmento de 38 kDa se separ6 de otros contaminantes por un
gradiente de CINa (50-300 mM) a través de esta columna.

Ademads, se han utilizado los fragmentos de 15 y 45 kDa obtenidos a partir de la
digestion del fragmento de 80 kDa con pepsina (1:100 w/w, 37°C, 1h) y posterior
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purificacién por FPLC utilizando una columna de intercambio iénico Mono Q
(Pharmacia) equilibrada en Tris 10 mM pH 7.0 (buffer A). Los fragmentos unidos se
eluyeron a partir de un gradiente de 45 min desde 100% A hasta 40%A-60%B (Tris 10
mM, CINa 0.5 M pH 7.0). La concentracién final de CINa era 0.3 M.

Finalmente, los fragmentos purificados se dializaron frente a PBS, se
concentraron en algunos casos y se almacenaron en alicuotas a -70°C. La caracterizacién
y el control de la pureza de los fragmentos as{ obtenidos, se llev6 a cabo por técnicas de
SDS-PAGE, Western blots, ELISA, y secuenciacién de la regién N-terminal. Los
términos FN38 /FN58 /FN8O o fragmentos de Fn de 38 kDa, 58 kDa y 80 kDa se
utilizardn indistintamente a lo largo del texto.

Los péptidos sintéticos citados a continuacién se utilizaron a lo largo del
desarrollo de esta tesis y se encargaron a Bio-Synthesis D&I (Madrid, Espaiia):

1.- GRGDSPC

2.- GRGES

3.- DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPSTC (CS-1)
4.- PSTVQKTPFVTHPGYDTGNGIQLPG (CS-2)
5.- CIQLPGTSGQQPSVGQQMIFEEHGFR (CS-3)
6.- CGEEIQIGHIPREDVDYHLYP (CS-5)

7.- IDAPS (H1)

La secuencia GRGDSPC estd incluida en la regidn central de Fn siendo capaz de
mediar adhesién celular; ia secuencia GRGES es una secuencia control. Los péptidos CS-
1,CS-2, CS-3 y CS-5 estdn contenidos en [a regién IIICS de Fn (ver figura) y Ia
secuencia IDAPS es un sitio activo incluido en el dominio Hep IL

3.1.2.- Laminina, Colageno tipo I y Vitronectina

A lo largo del desarrollo de esta tesis se han utilizado otras proteinas de MEC como
laminina y coldgeno tipo I -en adelante LM y COL respectivamente- de Sigma Chemical
Co. (Saint Louis, MO, USA). Adem4s, se ha utilizado la proteina vitronectina (VN),
donacién de la Dra.Dejana (Instituto di Ricerche Farmacologidie "Mario Negri", Mildn)

3.2.- Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales anti-Fn , P1IF11 y P3D4, fueron producidos por
inmunizacién de ratones RBJ/DnJ con el péptido sintético CS-1
(DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST) (Humphries et al.1987) acoplado a hemocianina
de Keyhole Limpet - KLH -, o con el fragmento de 38 kDa respectivamente, utilizando
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técnicas previamente descritas (Wayner et al. 1989). Los anticuerpos policlonales frente
al fragmento de 38 kDa se obtuvieron por inyeccién subcutdnea de conejos New Zealand
White con el fragmento purificado.

A continuacidn, la Tabla I sumariza otros Acm anti-Fn utilizados en esta tesis asi
como Acm anti-integrinas y otros no incluidos en los dos grupos anteriores.

TABLA 1

ANTICUERPOS MONOCLONALES
Anti-integrinas ~ Especificidad Origen
1IF5 ol Dr. M. Hemler
P1B5 o3 Dra. E. Wayner
HP1/1 o4 (epitopo A) Dr. F. Sdnchez-Madrid
HP1/2 o4 (epitopo B1) Dr. F. Sanchez-Madrid
HP2/1 od (epitopo B1) Dr. F. S4nchez-Madrid
HP2/4 o4 (epitopo B2) Dr. F. Sanchez-Madrid
B5G10 a4 (epitopo C) Dr. M. Hemler
P1D6 oS Dra. E.-Wayner
LM609 ovfi3 Dr. D. Cheresh
TS2/16 B1 Dr. F.S4dnchez-Madrid
Alex1/4 B1 Dr. F.Sénchez-Madrid
HC1/1 CDllc Dr, C. Bernabeu
Anti-Fn
N-295 fragmento 15 kDa (RGD+) Chemicon y Dr.J.McDeonald
N-296 regidn carboxi-terminal Chemicon
N-288 N-terminal Chemicon
Otros
D3/% CD45 Dr. C. Bernabeu

3.3.- Células y cultivos celulares

Se han utilizado tanto lineas celulares establecidas como células obtenidas de sangre
periférica de donantes sanos. Todas las lineas celulares han sido cultivadas en medio
RPMI 1640, 10 % STF descomplementado (Gibco Life Technologies, Middlesex,UK), 2
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mM L-glutamina, 100 u/m] penicilina (Antibi6ticos S.A., Madrid, Espafia), y 24 mg/ml
gentamicina (Llorente, Madrid, Espaiia). Las células THP-1 se mantuvieron en el mismo
medio suplementado con 50 mM 2-ME. La Tabla II muestra las lineas celulares utilizadas
a lo largo del desarrollo de esta tesis indicando su origen. Los experimentos de induccién
de diferenciacién con PMA se realizaron en frascos de Teflon (Pierce, Rockford, IL); 5 X
105 células/ml se incubaron con 10 ng/m! de PMA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
durante 48 h. Los cambios morfol6gicos caracteristicos (formacion de agregados) y la
expresién incrementada de la molécula CD11c se emplearon como control de la eficacia
del tratamiento con PMA en la induccion de diferenciacién celular.

Los linfocitos y monocitos de sangre periférica se obtuvieron de la sangre de
donantes sanos; después de la centrifugacién en gradiente de densidad en Lymphoprep
(Nycomed), las cé€lulas mononucleares se depleccionaron de c€lulas adherentes por
incubacién (2 h a 37°C) en frascos de pléstico previamente tapizados con suero. Los
linfocitos T se obtuvieron a partir de los linfocitos de sangre periférica (PBL) utilizando
columnas de lana de nylon.

TABLA 11
LINEAS CELULARES

Dengpminacién Origen
Ramos linfoide B
HUT-78 linfoide T
U937 promonocitica
HL-60 promonocitica
THP-1 promonocitica
Daudi linfoide B

Y linfoide B
RPMI8866 linfoide B
A375 melanoma
K562 eritroleucemia
Jurkat linfoide T
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3.4.- Ensayos de adhesion celular

Los ensayos de adhesi6n celular se llevaron a cabo con células después de cuatro dfas del
Gltimo pase utilizando placas de 96 pocillos de fondo plano (ICN Biomedicals Lid,
Bucks, UK en algunos casos, y en otros Costar Co., Cambridge, MA, USA). Las
placas de 96 pocillos se incubaron con las diluciones apropiadas (100 pl /pocillo) de Fn o
sus fragmentos, u otras proteinias de MEC, durante 2 h a temperatura ambiente. Después

de tres lavados con PBS, las placas se incubaron con 1% BSA en PBS al menos 1 ha
37°C, y se lavaron nuevamente con PBS-iones (C12Ca 0.9 mM, CioMg 0.5 mM) antes

de afiadir 100p1 de 1a suspensién celular apropiada - 0.5 x106 células / ml en RPMI, 1%
BSA, 10 mM Hepes-, Las placas se incubaron durante 30 min en estufa a 37°C y después
de dos lavados con RPMI, 10 mM Hepes, las células adheridas se fijaron con
glutaraldehido (1,25%) durante toda la noche. La absorbancia de las células tefiidas
durante 4 h con azul de toluidina - 0,1% - se midid a 492 nm con un lector MRPA 4
(Eurogenetics, Bélgica) en los primeros experimentos y a 620 nm con un lector
Multiskan Biochromatic (Labsystems, Helsinki, Finland) en el resto de los casos. La
cuantificacién de las células adheridas se realiz6 a partir de la DO a 492 nm 6 620 nm,
segin los casos, utilizando curvas de calibracidn para cada tipo celular. La relacién
"numero de células / DO" resultd ser lineal en el rango celular 0.5X103 -2.5X104 para las
lineas celulares -con minimos cambios entre ellas- y en el rango 3.2X 103 -2X 104 para los
linfocitos T de sangre periférica. Todos los ensayos se realizaron en triplicado.

La activacién de integrinas a través de la subunidad B1 se llevo a cabo por
incubacién celular previa con una dilucién 1:10 de los sobrenadantes de hibridomas
Acm(s) anti-B1, 15-20 min a 37°C, antes de los ensayos de adhesién celular. Para los
experimentos de inhibicién con Acm(s) anti-Fn, los pocillos previamente tapizados con
Fn se incubaron 30 min a temperatura ambiente con 50 1l de la dilucién adecuada de los
Acm correspondientes antes de afiadir 1as células. Para el resto de ensayos de inhibicién
las células se incubaron previamente con Acm anti-integrinas (15 min, 37°C), péptidos
sintéticos o fragmentos de Fn (30 min, temperatura ambiente) antes de afiadirse a los
pocillos tapizados con los distintos sustratos.

3.5.- Ensayos de ELISA y Western Blot

Las placas de 96 pocillos (Corning Glass Works, New York, USA 6 Costar Co.) se
tapizaron con Fn (Sug/pocillo), 58 kDa (2ug/pocillo) o 38 KDa (1pg/pocillo) en PBS o
borato sdédico, segln los casos, a 4° durante toda la noche. Las placas se lavaron
repetidas veces con PBS, 0.05% Tween 20, y se incubaron con PBS, 1% BSA 1 ha
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37°C. A continuacién, se lavaron y se incubaron con las diluciones adecuadas de los
distintos anticuerpos. Tras 1h a temperatura ambiente, las placas se lavaron nuevamente
con PBS /Tween y se incubaron otra hora con una dilucion 1:1000 de Anticuerpo anti-Igs
de ratén marcado con peroxidasa (Dakopatts A/S, Glostrup, Denmark). Las placas se
lavaron y se revelaron con 1,2-Phenylendiamine dihydrochloride (OPD) en una solucién
de 4cido citrico 0.1 M pH 5; después de 15 min, se midié la absorbancia a 492 nm
utilizando un lector de placas de ELISA.

3.6.- Estndios de inmunofluorescencia

Para andlisis de inmunofluorescencia por citometria de flujo, una cantidad de 5x103
células se incub6 durante 30 min a 4°C con 100 pl de la dilucién apropiada de cada
anticuerpo. Las células se lavaron con una solucién fria de PBS, 1%BSA, 10 mM Azida
Sédica y se incubaron con 100 pl de una dilucién 1/100 del segundo anticuerpo
conjugado con fluoresceina - fragmentos F(ab“)2 de IgG de conejo anti-ratdn -
(Dakopatts). Después de 30 min a 4°C, las células se lavaron, se resuspendieron en PBS
y finalmente se analizaron por citometria de flujo en un contador EPICS-CS (Coulter
Cientifica, Méstoles, Spain)

Los andlisis con microscopia de fluorescencia se realizaron preincubando cubres
circulares de 12 mm de diametro (Chance Propper, Smethwich, Warley, England) con
distintos fragmentos de Fn durante toda la noche a 4°C; 1os cubres se lavaron con PBS y
se incubaron con 1% BSA en PBS (1h a 37°C). Después de 2 lavados con PBS las
células, resuspendidas en RPMI 1% BSA 10 mM Hepes, se afiadieron sobre 1os cubres
tapizados de fragmentos de Fn y se incubaron durante distintos tiempos a 37°C. Las
células se fijaron con formaldehido 3.7% en PBS y se permeabilizaren, s6lo en algunos
casos, con 0.5% Triton X100 en PBS. Las células, tefiidas con distintos Acms primarios
diluidos en PBS-azida 1% BSA durante 30 min a temperatura ambiente, se lavaron con
PBS, y se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado con fluoresceina y/o
Phalloidin-Rodamina durante 30 min a 37°C. Finalmente, los cubres se lavaron con PBS
y se montaron utilizando mowiol 4-88 (Aldrich). Las células se observaron y
fotografiaron utilizando un microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot equipado con
una lampara de mercurio de 100 W y filtros para luz ultravioleta, verde y roja, se
utilizaron carretes de 400 ASA Kodak Ektacrome. Los experimentos de inhibicion se
realizaron preincubando los cubres tapizados con fragmentos de Fn con los distintos
anticuerpos anti-Fn.
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3.7.- Inmunoprecipitacion y electroforesis

Para el marcaje de superficie con 1257 Jas células previamente lavadas con RPMI se
resuspendieron en PBS, PMSF 0.2 mM a una dilucién de 1 X106 células /ml; se
afiadieron 200 l de lactoperoxidasa (1 mg /ml en PBS), 1 mCi de 1251y 20 ul de H203,
y se incub6 5 min en hielo.

Las células marcadas se lavaron con PBS /PMSF y se lisaron con solucién de
lisis en condiciones de asociacién (PBS pH 7.4, 1% triton, 3 mM PMSF, 1 mM CaCl2,
1 mM MgCl2, 1% BSA, aprotinin, leupeptin, pepstatin) y disociacién (PBS pH 7.4, 2%
triton, 3 mM PMSF, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1% BSA, aprotinin, leupeptin,
pepstatin) del heterodimero a.p (30 min a 4°C); los sobrenadantes se preincubaron con
complejos de anticuerpos irrelevantes unidos a proteina A y posteriormente con complejos
"proteina A -IgG -Ac especifico” durante toda la noche a 4°C. Finalmente, los
inmunoprecipitados se analizaron por SDS-PAGE y autoradiografia.

3.8.- Reactivos

A continuacién, se citan los reactivos empleados asi como la empresa que los
comercializa: Acido Acético (Merck 62), Acido Citrico (Merck 244), Acrilamida (BIO-
RAD 161-0101), Aprotinina (Sigma A-1153), Azul de toluidina (Sigma T-3260), Azul
Coomasie (BIO-RAD 6104-59-2), BSA (Sigma A-4503), ClpCa (Merck 2382), CIH
(Merck 317), ClpMg (Merck 5833), ClaMn (Merck 5934) CNBr-activated Sepharose 4B
(Pharmacia 17-0430-01), CM Sephadex C-50 (Pharmacia), Coldgeno Tipo I (Sigma C-
9791), DEAE Sephacel (Pharmacia 17-0500-03), 3-3'-Diaminobenzidina-Tetrahidro-
Clorhidrico (Fluca 32750), DMSO (Merck 2951), EDTA (Boehringer 808261), Etanol
(Merck 987), Gelatin-Sepharosa 4B (Pharmacia 17-0900-93), Glicina (BIO-RAD 161-
(718), Glutaraldehido (Merck 820603), Heparina-Sepharosa CL6B (Pharmacia 17-0467-
01), Hepes Buffer (Flow 88449), Immuno-Precipitin (BRL 9321SA), Lactoperoxidasa
{Boehringer 107174), Laminina (Sigma), Metanol (Merck 6009), OPD (Dako $-200),
Pepsina (Merck 7192), Persulfato Aménico (BIO-RAD 161-0700), Phalloidin-TRITC
(Sigma P-5157), PMA (Sigma P-8139) PMSF (Sigma P-7626), SDS-PAGE Standards
(BIO-RAD 161-0309).
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4.1.- Anilisis de los fragmentos de fibronectina

Como ya se ha sefialado en el capitulo de materiales y métodos, los fragmentos de
fibronectina utilizados a lo largo del desarrollo de esta tesis (fig.4.1) se han obtenido a
partir de la digestién de Fn plasmética bajo distintas condiciones de tratamiento
enzimdtico. Estos fragmentos se han sometido a riguroso control de pureza por técnicas
de ELISA, "Western blots" y secuenciacién de aminodcidos. Los tres subapartados
siguientes se dedican a la descripcién detallada de todos los fragmentos empleados en este
trabajo.

Hep |
Fib 1 Col Cel Hep I Fib II

38kDa

DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPSTVQKTPFVTHPGYDTGNGIQLPGTSGQAPSVGQAMIFEEHGFR
1 10 20 ' 30 40 50 60 67

I cs-l | | cs-3 ’

i——l—— Cs-2 ———1—{ |

Fig.4.1.- Representacién esquemditica de la Fn plasmatica y los
fragmentos obtenidos por digestion con tripsina. Se muestran las dos
cadenas A y B que constituyen la Fn, asf{ como los dominios biolégicamente
activos; ambas cadenas difieren en la regién IIICS (en negrita) que estd s6lo
presente en la cadena A. La flecha indica los fragmentos de 29, 80, 58, 38 y 31
kDa (en punteado) utilizados en este trabajo. Adem4s se indican las secuencias

CS1, CS2, y CS3 que pertenecen a la regién ITIICS contenida en el fragmento de
38 kDa.
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4.1.1.- Fragmentos que contienen la regién carboxilo-terminal de Fn
(fragmentos 38 kDa y 58 kDa).

Los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa (Fig.4.2) obtenidos como se menciona en el
capitulo de materiales y métodos por digestién con tripsina y posterior purificacion,

proceden de la regi6n carboxilo-terminal de Fn.

W gy gt HMUHIQIR!] 58kDa

!

1

]
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I 38 kDa
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] v HIVIHNC
SITIOS ACTIVOS UNION AcadB1

Il: YRVRVTPKEKTGPMKE NO

IV:  SPPRRARVT NO, ?
H1: IDAPS |

V: WQPPRARI NO, ?

I: YEKPGSPPREVVPRPROGV Sl

1E KNNQKSEPLIGRKKT Si

CS1: LHGPEILDVPST Y|

Fig.4.2.- Representacién esquemitica de los fragmentos de Fn de 38
y 58 kDa. Seindican las unidades de homologia tipo IIf que constituyen ambos
fragmentos asi como la numeracién correspondiente a cada una de ellas; las
unidades de tipo I sélo aparecen en el fragmento de 58 kDa (Hynes, 1990). Los
fragmentos de 38 y 58 kDDa proceden de la cadena A y B de la Fn respectivamente.
El fragmento de 58 kDa contiene, entre los dominio Hep II y Fib II, una unidad de
homologia tipo III con un grupo sulfidrilo libre. El fragmento de 38 kDa contiene
€] dominio Hep II y parte de la secuencia IIICS. También se indica la posicién y la
secuencia de los sitios activos descritos para el dominio Hep I y parte de la regién
HICS, asi como la capacidad de interaccionar con la integrina a4f1. CS-1 sélo
estd presente en el fragmento de 38 kDa mientras los sitios HI, LI I, IVy V
estdn en ambos fragmentos.
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Ambos fragmentos contienen el dorninio Hep Il de Fn y presentan la misma secuencia N-
terminal: TAGPDQTEMTIECS. El fragmento de 38 kDa ademds contiene los primeros 67
amino4cidos de la regién ITICS, incluyendo la secuencia CS-1 que es un ligando de adf31
(Garcia-Pardo el al. 1987). Nuestros datos, (ver apartado 4.2 de los resultados)
demostraron claramente gue el fragmento de 38 kDa procede de 1a cadena A y que el
fragmento de 58 kDa carece de la regién INICS y por tanto procede de la cadena B de Fn.
Hasta entonces la asignacién de los fragmentos de 38 y 58 kDa a las cadenas A y B de Fn
respectivamente, se basaba en datos indirectos como los pesos moleculares y la
especificidad de la tripsina en la digestién de la molécula de Fn (Wayner et al. 1989;
Ferreira et al. 1990; Garcia-Pardo et al. 1990). Asi, el fragmento de 38 kDa contiene los
sitios activos Hep IT y CS-1 capaces de mediar adhesién: Hep Il y CS-1, mientras que el
fragmento de 58 kDa coantiene s6lo uno: Hep II (fig.4.2). La localizacién de las
secuencias conocidas dentro del dominio Hep II de Fn descritas como mediadoras de
adhesién celular (Humphries et al. 1987; McCarthy et al. 1988; Mould et al. 1991; Iida et
al. 1992) se muesira en la figura 4.2. S6lo H1, I y II interaccionan con la integrina adp1.

4.1.2.~ Fragmentos que contienen la region central de Fn (fragmento de
80 kDa).

Al igual que los fragmentos de 38 y 58 kDa, el fragmento de 80 kDa procede de la Fn
plasmatica por digestién enzimética con tripsina y posterior purificacién. El fragmento de
80 kDa procede de la regién central de las cadenas A y B de Fn, y ocupa una posicién
contigua a los fragmentos de 38 y 58 kDa en la molécula de Fn. Como se puede apreciar
en la figura 4.3 el fragmento de 80 kDa contiene unt dominio de unién a heparina y DNA,
asi como la regi6n de unién celular que contiene los sitios sinergisticos dependientes de
RGD y la secuencia RGD (Yamada, 1991),

La digestién con pepsina del fragmento de 80 kDa nos permitié obtener
fragmentos de 40/45 y 15 kDa (fig.4.3), muy dtiles en el estudio de la interaccién celular
con la regién central de Fn; s6lo el fragmento de 15 kDa contenfa la secuencia RGD,
como pudimos comprobar por ELISA y "Western Blot" utilizando el Acm N-295 dirigido
contra esta regién de Fn (Mc.Donald et al. 1987). El fragmento de 15 kDa presentaba la
secuencia N-terminal: IGQQ, correspondiente al final de la vnidad de repeticién I119. Los
fragmentos de 40/45 kDa presentaban las secuencias:

1.- VLV(R)WTPP, correspondiente a la unidad III5, empezando en el residuo 18.
2.- IQVLRDGQ, que corresponde al final de la unidad HI-6.
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Fig.4.3.- Representacién esquemética del fragmento de Fn 80 kDa.
En la figura se indican, las unidades de homologia tipo III numeradas, que
constituyen este fragmento. También se muestran los dominios de unién
DNA/Heparina y el dominio de unién celular que contiene la secuencia RGD y los
sitios sinergisticos. Las flechas horizontales inferiores indican el comienzo y el
final de los fragmentos de 40/45 y 15 kDa; s6lo el fragmento de 15 kDa contiene
la secuencia RGD.

4.1.3.- Otros fragmentos de Fn.

Ademas de los fragmentos mencionados se han utilizado los fragmentos de Fn de 200 y
190 kDa y los ragmentos de 29 y 31 kD.

Los fragmentos de 200 y 190 kDa se obtienen por digestidn suave con tripsina de
la Fn plasmética y corresponden a la cadena A y B respectivamente menos los dominios
N-terminal y C-terminal de 6 kDa (Garcia-Pardo et al. 1987).

Los fragmentos de 29 y 31 kDa se obtienen por digestién suave con tripsina a
partir de la Fn plamatica (ver materiales y métodos) y proceden de las regiones N-terminal
y C-terminal respectivamente (Fig.4.1). La secuencia N-terminal del fragmento de 29 kDa
es: <EAQQMVQPQSP, y del fragmento de 31 kDa es: HRPRPYPPNV.

4.2.- Estudio de la interaccion de leucocitos con la regién carboxile-
terminal de Fn; estudio de nuevos sitios adherentes, sus receptores em
leucocitos humanos y su regulacién

4.2.1- Obtencién de dos nuevos Acms anti-fibronectina, P1F11 y P3D4.
Identificacién de los sitios de nnién
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De acuerdo con los objetivos ultimos de esta tesis y como primera aproximacién para
abordar el estudio de la interaccién leucocito-Fn se obtuvieron dos anticuerpos
monoclonales anti-Fn. Estos Acms, denominados P1F11 y P3D4, estdn dirigidos contra
la regién carboxilo-terminal de la fibronectina y se han utilizado como herramientas de
trabajo a lo largo del desarrollo de esta tesis.

Los Acms P1F11 y P3D4 se obtuvieron utilizando los protocolos de inmunizacién
habituales previamente descritos (Wayner et al.1989). El P1F11 se obtuvo por
inmunizacién con CS-1 y el P3D4 por inmunizacién con el fragmento de 38 kDa. Para
determinar la especificidad de estos Acms, se llevaron a cabo ensayos de ELISA con
cantidades equimoleculares de los siguientes sustratos: Fn intacta, fragmentos de 80, 58 y
38 kDa de Fn. Los resultados indicaron que:

- ¢l Acm P3D4 reaccionaba de una forma dosis-dependiente con Fn intacta y los
fragmentos de 38 kDa y 58 KDa (Fig.4.5A) pero no reconocia el fragmento de 80 kDa
(datos no mostrados).
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Fig.4.5.- Representacién grifica del andlisis por ELISA de la
reactividad de los Acms P3D4 (A) y PIF11 (B) con Fn y los
fragmentos de 38 y 58 kDa. Los pocillos se tapizaron con las siguientes
cantidades de sustrato: 5 ug de Fn, 2 ug de 58 kDa y 1 pg de 38 kDa. A
continuacién, los pocillos se incubaron con las diluciones de los Acms P3D4 o
P1F11 que se indican en la figura. La técnica de cuantificacién de estos ensayos de
ELISA se indica en el capitulo de materiales y métodos. Los valores representan la

media de dos experimentos distintos. Cada experimento se realizé por duplicado.
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- el Acm P1F11 reconoce la secuencia CS-1 inmovilizada (no mostrado) como
era de esperar ya que el péptido CS-1 fue el inmundgeno utilizado para la obtencién de
este Acm. Sin embargo, era importante determinar si este Acm era capaz de reconocer
dicha secuencia en la molécula de Fn y sus fragmentos. Como muestra la figura 4.5B,
este Acm reacciona con el fragmento de 38 kDa pero no reconoce la Fn intacta. No
reacciona con el fragmento de 58 kDa.

Los resultados obtenidos por ELISA se confirmaron por técnicas de "Western
blots" utilizando Fn y sus fragmentos (Figuras 4.6 y 4.7):

- ¢l Acm P3D4 reacciona con los fragmentos de 58 kDa (Fig.4.6, panel derecho,
carril 2) y 38 kDa (carril 3), pero no con el fragmento de 80 kDa (carril 1); también
reconoce la Fn intacta (panel izquierdo, carril 1) y los dos fragmentos de 200 y 190 kDa
(carril 2). Estos resultados evidencian que el Acm P3D4 reconoce un determinante
antigénico comiin a los dos fragmentos que contienen el dominio Hep II (58 y 38 kDa) y
a ambas cadenas de Fn (A y B).

Coomassie P3D4 Coomassie P3D4
blue ; blue
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Fig.4.6.- Andlisis por "Western blot" de la reactividad del Acm
P3D4 con Fn y sus fragmentos. Se utilizaron geles de acrilamida al 10%
para los fragmentos de 80 kDa, 58 kDa y 38 kDa (panel derecho, carriles 1-3
respectivamente); y geles de acrilamida al 5% para Fn y fragmentos de 200 kDa +
190 kDa (panel izquierdo, carriles 1-2 respectivamente). Los geles se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa que se tifieron con azul Coomassie 0 se incubaron
con una dilucién 1:200 del Acm P3D4. Las membranas incubadas con el Acm
P3D4 se revelaron con IgG de cabra anti-ratén marcada con peroxidasa.
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- ¢l Acm P1F11 reacciona con el fragmento de 38 kDa (Fig.4.7, panel derecho,
carril 3) pero no con el fragmento de 58 kDa (carril 2), ni el fragmento de 80 kDa (carril
1). Estos resultados claramente indican que el Acm P1F11 reconoce un sitio presente
exclusivamente en el fragmento de 38 kDa. Teniendo en cuenta los pesos moleculares y
especificidad de rotura de la tripsina, se habia asumido previamente que los fragmentos de
38 kDa y 58 kDa procedian de las cadenas A y B de Fn respectivamente (Wayner et al.,
1989; Ferreira et al., 1990; Garcia-Pardo et al., 1990). Si esto fuera correcto, el Acm
P1F11 reconoceria un sitio antigénico que debiera estar presente en la cadena A de Fn y
ausente en la cadena B. Por ello, se estudi6 la reactividad de P1F11 con los fragmentos
de 200 y 190 kDa. Como muestra la figura 4.7, panel izquierdo, P1F11 reacciona con el
fragmento de 190 kDa pero no con el fragmento de 200 kDa (carril 2). E1 Acm P1F11
también reacciona, aunque débilmente, con la Fn intacta (carril 1), probablemente debido
a la concentracién molar relativa de CS-1 en la Fn comparada con el fragmento de 38 kDa
0 quiza debido a que CS-1 no se encuentre completamente expuesto cuando estd presente
en la molécula intacta.

Todos estos resultados demuestran claramente que ¢l Acm P1F11 que se obtuvo
frente al péptido CS-1, es capaz de reconocer esta secuencia tanto en el fragmento de 38
kDa como en la cadena A de Fn. Asimismo, estos datos muestran definitivamente que el
fragmento de 58 kDa carece de la secuencia CS-1 y confirman que este fragmento procede
de la cadena B de Fn.

Coomassie P1F11 Coomassie P1F11
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Fig.4.7.- Analisis por "Western blot" de la reactividad del Acm
P1F11 con Fn intacta y fragmentos de 200+190 kDa. Se utilizaron geles
de acrilamida al 10% para los fragmentos de 80 kDa, 58 kDa y 38 kDa (panel
derecho, carriles 1-3 respectivamente); y al 5% para Fn y fragmentos de 200
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+190 kDa (panel izquierdo, carriles 1-2 respectivamente). Los geles se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa que se tifieron con azul Coomassie o se
incubaron con una dilucién 1:500 del Acm P1F11. La técnica de revelado de las
membranas incubadas con el Acm P1F11 fue como se indica en la figura 4.6.

A continuacién llevamos a cabo estudios funcionales con estos Acms. Como se ha
citado, la adhesién de los linfocitos a la regién carboxilo-terminal de Fn estd mediada por
el dominio Hep II y la secuencia CS-1 (Bernardi et al. 1987; McCarthy et al. 1988;
Wayner et al. 1989; Garcia-Pardo et al. 1990a, 1990b). Como se ha sefialado, el dominio
Hep H estd presente en los fragmentos de 38 y 58 kDa mientras que la secuencia CS-1
estd solamente en el fragmento de 38 kDa. Asi el fragmento de 38 kDa es m4s eficaz que
el fragmento de 58 kDa en su capacidad de inducir adhesién celular (Ferreira et al. 1990,
Garcfa-Pardo et al. 1990). Los resultados anteriores (Fig.4.5,4.6 y 4.7} pruecban que los
Acms P3D4 y P1F11 reconocen el dominio Hep II y la secuencia CS-1 en Fn
respectivamente, de forma que es posible evaluar la contribucién de ambos sitios (Hep I/
CS-1) en la adhesi6én de los linfocitos a Fn utilizando estos Acms. Para ello, estudiamos
la adhesién a Fn y sus fragmentos en presencia de los Acms P3D4 y P1F11 usando como
modelo 1a linea celular linfoide B Ramos. La figura 4.8 muestrs que el Acm P3D4 inhibe
en un 5% la adhesidn de las células a Fn o al fragmento de 58 kDa, y en un 70-80% la
adhesion al fragmento de 38 kDa. El Acm P1F11 produce s6lo una inhibicién parcial
(19-20%) de la adhesi6n celular 2 Fn o al fragmento de 38 kDa, aunque inhibe
completamente la adhesi6n al péptido sintético CS-1 (no mostrado)

120 4 B Control PiF11
P34 M a3skDa

;

Células adheridas (% del Control)
3

Fig.4.8.- Efecto de los Acms P3D4 y P1F11 en la adhesién de

células Ramos a Fn y sus fragmentos. Los pocillos se tapizaron con
fragmentos de 38 kDa (0,15pg/cm?2), 58 kDa (Spg/cm2) o Fn (10pg/em?) y se
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incubaron con los Acms 30 minutos a temperatura ambiente antes de afiadir las

células; los pocillos considerados como control (100% adhesi6n} se incubaron con

un Ac irrelevante. Los valores representados corresponden a la media de tres
experimentos independientes.

La incubacién simultdnea de ambos Acms produjo una inhibicién del 95% de la
adhesién al fragmento de 38 kDa aunque no aparece representado en la gréfica. En estos
experimentos se utilizé como control un anticuerpo policlonal anti-38 kDa que inhibié
completamente la adhesién a Fn, asi como a los fragmentos de 58 y 38 kDa (Fig.4.8).

4.2.2.- Reconocimiento del dominio Hep II por la integrina 4Bl en
distintas poblaciones celulares

De acuerdo con lo ya sefialado anteriormente, la adhesién de los leucocitos a la regi6n
carboxilo-terminal de Fn implica el reconocimiento de la secuencia CS-1 y del dominio
Hep II, aunque los sitios activos dentro de este dominio atin no se han identificado
plenamente. Tanto los linfocitos T como los B, unen los fragmentos de Fn de 38 kDa que
contiene CS-1 y Hep 11 y 58 kDa que contiene sélo Hep II a través de la integrina o4,
siendo CS-1 la secuencia mds activa en su capacidad de mediar adhesién (Wayner et al.,
1989; Garcia-Pardo et al., 1990a, 1990b). Por el contrario, las células monociticas unen
el fragmento de 38 kDa via 04f1 pero no reconocen el fragmento de 58 kDa (Ferreira et
al., 1990), esto es, reconocen la secuencia CS-1 pero no el dominio Hep 11

En este trabajo se ha profundizado en el estudio de la interaccién de los leucocitos
con estas dos regiones de Fn: Hep Il y CS-1. La figura 4.9 muestra el perfil de adhesién
de algunas células linfoides y monociticas a los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa
inmovilizados en placas de 96 pocillos. La linea celular T HUT-78 (fig.4.9A), la linea
celular B Ramos (fig.4.9B) y la linea premonocitica U937 (fig.4.9C) se unieron al
fragmento de 38 kDa de forma dependiente de dosis, confirmando asf los datos
publicados previamente (Wayner et al., 1989; Garcia-Pardo et al., 1990a, 1990b; Ferreira
et al.,, 1990). Asimismo, las células HUT-78 y Ramos se unieron eficientemente al
fragmento de S8 kDa, mientras que las células U937 fueron incapaces de reconocer dicho
fragmento de Fn (fig.4.9).

Como puede apreciarse (fig. 4.9) el fragmento de 38 kDa resulta ser un sustrato
mds eficiente en su capacidad de mediar adhesién que el fragmento de 58 kDa para las
lineas celulares estudiadas; experimentos anteriores utilizando fragmentos marcados
radiactivamente (Garcia-Pardo et al., 1990a), demostraron que las diferencias
cuantitativas observadas respecto a la capacidad de inducir adhesién celular del fragmento
de 58 kDa versus 38 kDa, asi como la incapacidad del fragmento de 58 kDa de mediar
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adhesién de células monociticas no se deben a una adsorcién deficiente del fragmento de
58 kDa al pldstico.

60- . :
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Fig.4.9.- Adhesién de células linfoides y monociticas a los
fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa. A: células HUT-78 (linea linfoblastoide
T), B: células Ramos (linfoblastoide B), y C: células U937 (linea premonocitica).
Cada pocillo se incub6 con 100 pl de la concentracién indicada del fragmento
correspondiente y se afiadieron 5x104 células por pocillo. Después de una
incubacién de 30 minutos a 37°C, las células unidas al sustrato se tifieron y
cuantificaron segiin se indica en el capftulo de materiales y métodos. Los valores
de la figura 4.9 representan la media de tres experimentos diferentes que se
realizaron por duplicado en cada caso. Los valores de las ordenadas indican el
porcentaje de células que permanecen adheridas tras los lavados respecto al total
de células afiadidas por pocillo, habiendo restado el valor de los blancos (pocillos
tapizados con BSA).

Se estudiaron también otras lineas celulares como Jurkat (linea T), JY y CESS
(lineas B), as{ como THP-1 y HL-60 (lineas monociticas). Los resultados de estos
ensayos de adhesion fueron los mismos que los que se muestran en la Fig.4.9.

Con relacibn a los receptores celulares implicados en el reconocimiento de la
regién carboxilo-terminal de Fn, resultados anteriores obienidos con Acms dirigidos
contra las subunidades o y f indicaban que la integrina o4f3l, como ya se ha
mencionado, podria funcionar no s6lo como receptor del fragmento de Fn de 38 kDa
sino también como receptor del fragmento de 58 kDa (Wayner et al. 1989; Garcia-Pardo
et al. 1990a; Wayner et al. 1992). Sin embargo, quedaba por establecer si los epitopos de
1a subunidad a4 definidos como responsables del reconocimiento del fragmento de 38
kDa estaban también implicados en la interaccién con el fragmento de 58 kDa, es decir, si
existfa una relacién epitopo/regién de Fn diferencial. Por ello, se llevaron a cabo ensayos
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de adhesién celular a los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa, en presencia de Acm(s)
contra los distintos epitopos descritos para la subunidad 4. La figura 4. 10A muestra los
resultados obtenidos con los Acms HP1/1, HP2/1, y HP2/4 dirigidos contra los epitopos
A, Bl y B2 de la subunidad a4, respectivamente (Pulido et al. 1991); como puede
apreciarse los distintos Acms inhiben de igual modo la adhesin de las células Ramos (y
HUT-78 aunque no se muestra en la figura) a los fragmentos de 58 y 38 kDa, esto es, el
patrén de inhibicién es el mismo (Bl > B2 > A).
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Fig.4.10.- Inhibicién de la adhesion de células linfoides a
fragmentos de Fn inmovilizados con Acms anti-04 o fragmentos de
Fn solubles. A: las células Ramos se preincubaron -1 h a 4°C- con los Acms
anti-epitopo A (HP1/1), B16 (HP2/1) y B2 (HP2/4) de la cadena o4, y se
afiadieron a pocillos previamente tapizados con los fragmentos de 38 kDa (0,38
uglcmz) (circulos blancos) 6 58 kDa (5 uglcmz) (circulos negros). B: las células
HUT-78 se preincubaron -30 min, a temperatura ambiente- con las
concentraciones indicadas de los fragmentos de 38 y 58 kDa, y se afiadieron a los
pocillos tapizados con el fragmento de 58 kDa (5 uglcmz). En ambos
experimentos las células adheridas se cuantificaron segiin lo descrito en los
materiales y métodos. Los valores representados indican el porcentaje de células
adheridas respecto al control (sin inhibidores); el valor medio de células adheridas
en los controles fué 6.000 (A) y 14.000 (B).

Estos ultimos resultados (fig.4.10A) parecfan indicar que la secuencia CS-1 (s6lo
en 38 kDa) y el dominio Hep II (58 kDa) interaccionaban con regiones pr6ximas en la
integrina o4P1; ademds, fragmentos solubles de 38 kDa (contienen CS-1 y Hep II) eran



Resultados 38

capaces de inhibir la adhesién celular al fragmento de 58 kDa inmovilizado, confirmando
asf dicho supuesto. Como puede apreciarse en la figura 4.10B, la preincubacién de
células HUT-78 (y Ramos, aunque no estd representado) con fragmentos solubles de 38
kDa (contiene CS-1 y Hep II) inhiben la adhesién de estas células al fragmento de 58 kDa
mientras que el fragmento soluble de 58 kDa (sé6lo contiene Hep II) inhibe parcialmente
(30%) 1a adhesi6n.

Todos estos datos sugerfan que la integrina 41 estd presente en células linfoides
como una forma capaz de reconocer la secuencia CS-1 y el dominio Hep II, mientras que
04P1 se expresa en células monociticas como una forma capaz de reconocer s6lo el sitio
CS-1. Ademds, como se verd mds adelante, nuestros resultados mostraban que las celulas
linfoides T extraidas de sangre periférica de donantes sanos s¢ comportaban igual que las
células monociticas; es decir, no unian de forma constitutiva el fragmento de 58 kDa
aunque si unfan el fragmento de 38 kDa via a4B1. Por tanto se puede concluir que el
reconocimiento de los distintos sitios de adhesién de Fn es dependiente del tipo celular.

4.2.3.- Efecto de la diferenciacion y la activacion celular en el
reconocimiento del dominio Hep 1l

Ferreira y col. (1991), habfan mostrado que la diferenciaci6n de las células U937 afectaba
la expresién superficial de las integrinas o581 y 041, asf como la unién de estas células
a los fragmentos de Fn de 80 kDa -contiene la secuencia RGD- y 38 kDa -contiene el sitio
CS-1-. En base a esto, decidimos estudiar si era posible inducir el reconocimiento del
dominio Hep II en células monociticas, es decir, si era posible promover adhesién al
fragmento de 58 kDa -sélo contiene Hep II-, y si esta unién tenfa lugar a través de la
integrina a4P1. Utilizamos la linea celular promonocitica U937 para determinar si los
ésteres de forbol (PMA) que inducen diferenciacién y/o activacién de estas células tenfan
algin efecto en la induccién del reconocimiento del dominio Hep IE.

Como se muestra en la Fig.4.11 el tratamiento con PMA (5 ng/ml, 48h) indujo la
adhesién de las células U937 al fragmento de 58 kDa de forma dependiente de dosis. Est4
demostrado que en estas condiciones el PMA induce la diferenciacién de células U937 a
un estado de maduracién similar al de los monocitos.



Resultados ' 39

—
25 1
PMA 20m
* 20 -
.'g 1 PMA 48h
£
5 -
®
o
=
§ 10
S
5-|
U937
0' 1 hd v | | L] - # ™ T
0 50 100 150 200

Concentracion de 58 kDa (LL.g/mi)

Fig.4.11.- Efecto del tratamiento con PMA sobre la adhesion de
células U937 al fragmento de 58 kDa inmovilizado. Las células en
reposo -cuadrados negros- o las ¢élulas tratadas con PMA durante 48h (10 ng/ml)
-cuadrados blancos- o 20 min.(50 ng/ml) -circulos negros- se afiadieron a pocillos
tapizados previamente con 100 i de las concentraciones indicadas del fragmento
de 58 kDa. Tras 30 minutos de incubacidn, las c€lulas adheridas se cuantificaron
como ya se ha descrito. Las determinaciones se hicieron por duplicado y los
valores que se muestran son la media de tres experimentos separados. Los valores
de las ordenadas representan el porcentaje de células adheridas respecto al total de
células afiadidas por pocillo (5x104).

Estos resultados sugerfan que la diferenciacién de las células U937 se podria
asociar a la conversién de 0dp1 en una forma m4s activa capaz de reconocer el dominio
Hep II. Sin embargo, teniendo en cuenta el periodo de tiempo transcurrido (48 h) y la
gran cantidad de cambios que sufren las células U937 durante su proceso de
diferenciacién (Minta et al. 1985) no resultaba posible, en principio, descartar la
contribucion de otros factores que pudieran estar afectando a las propiedades de adhesién
de estas células. Para eludir este inconveniente se estudié el efecto de tratamientos cortos
con PMA (50 ng/ml, 20 min.) sobre 1a adhesién de las ¢células U937 al dominio Hep I1.
En estas condiciones el PMA induce activacién pero no diferenciacién celular. Como se
muestra en la Figura 4.11, el efecto de la activacién en adhesién celular fue ain mayor
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que el obtenido por tratamiento largo con PMA, descartando asf la contribucién de otros
factores que se podrian inducir en el proceso de diferenciacién celular. También se
estudiaron las lineas celulares monociticas HL-60 y THP-1, aunque no se muestran en las
grificas, obteniéndose resultados similares en adhesion al fragmento de 58 kDa.

Para confirmar la implicacién de la integrina a4f31 en el reconocimiento inducido
del dominio Hep 11, llevamos a cabo ensayos de adhesion con células U937 tratadas con
PMA en presencia de distintos Acms dirigidos contra los ya citados epitopos de la
subunidad o4. Los Acms anti-a4 inhibieron de forma eficiente la adhesién celular al
fragmento de 58 kDa, obteniéndose un patrén de inhibicién para los epitopos A, Bl, y
B2 de 04 equivalente al observado para la inhibicioén de la adhesién de las células Ramos
a los fragmentos de 38 kDa (CS-1 y Hep II) y 58 kDa (datos no mostrados).

Por otra parte para establecer si el tratamiento con PMA afectaba el patrén de la
expresién relativa de los epitopos de a4 (A, B1,B2 y C), se analizaron por
inmunofluorescencia las células U937 en reposo y tratadas con PMA (48h), utilizando el
panel de Acms descrito previamente. Como se indica en la tabla I no se observé ningin
cambio en la expresién relativa de los epitopos de 04 después del tratamiento celular con
PMA, s6lo una disminucién de la expresién de todos ellos. Aunque no se muestra en la
tabla, los tratamientos breves con PMA no produjeron ningiin cambio en la expresién
superficial de a4f1, lo que podria explicar que el aumento de la adhesién al fragmento de
58 kDa es mayor a tiempos cortos de tratamiento (ver Fig.4.11).

TABLA 1
Expresién de los epftopos de o4 en células U937 en reposo o tratadas con PMA

Intensidad Media de Fluorescencia

Anticuerpos

U937 PMA-U937
HPV/1 (A) 115,2 105,2
HP2/1 (B1) 107.8 94,1
HP2/4 (B2) 125.9 110,5
B-5G10 (C) 128,9 95,8

HC1/1 (CDllc) 34,2 63,0
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Estos resultados apoyan el concepto de que el reconocimiento del dominio Hep II
por a4f1 es dependiente del estado de activacién de esta integrina. Sin embargo, es
también concebible que la diferente funcionalidad de a4P1 en células linfoides y
monociticas sea debido ademds a alguna diferencia bioquimica. Para estudiar esta
posibilidad llevamos a cabo ensayos de inmunoprecipitacién y andlisis por SDS-PAGE.
Como ya se ha mencionado, la integrina cidp1 estd compuesta por la cadena o4 de 150
kDa y la cadena 31 de 130 kD asociadas de forma no covalente; sin embargo, "in vivo” la
subunidad o4 puede degradarse proteoliticamente lo que produce la aparicién de
polipéptidos de 80 y 65 kDa en preparaciones puras de 04p1. La figura 4.12 muestra los
resultados de las inmunoprecipitaciones utilizando Acms anti-B1 y anti-o4 para las c€lulas
Ramos, U937 y U937 tratadas con PMA (48h). Las subunidades 04 y B1 de las células
Ramos y U937 mostraron una movilidad electroforética diferente. Los resultados aqui
obtenidos muestran un patrén de rotura de o4 diferente para las distintas lineas celulares:
o4 aparece en la forma intacta de 150 kDa (Ramos, linea a) y como una mezcla de las
formas o4/150 y «4/80,70 (U937, PMA-U937; lineas b y c). Utilizando Acms anti-
B1, ademds de la forma intacta de 150 kDa, la forma infrecuente de 180 kDa se detecto
para U937 (linea b) pero no para PMA-U937 (linea c¢). La forma de 180 kDa no se
observé al utilizar Acms anti-od. Estos resultados podrian sugerir algunas diferencias en
o4P1 entre las distintas lineas celulares; sin embargo, resulta dificil interpretarlos puesto
que no se ha podido demostrar que estas formas estén directamente relacionadas con el
reconocimiento diferencial de distintos ligandos de Fn.
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Fig.4.12.- Inmunoprecipitacion y anilisis por SDS-PAGE de la
integrina 04B1 en células Ramos (linea a), U937 (b) y PMA-U937
(). Las células marcadas con 1257 ge lisaron en condiciones de asociacidén. Los
inmunoprecipitados con el Acm anti-B1 TS2/16 se analizaron por SDS-PAGE.
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4.2.4.- Regulacién del reconocimiento del dominio Hep II a través de la
subunidad 1 de las integrinas

Recientemente se ha demostrado que ciertos Acm dirigidos contra la subunidad p1
son capaces de regular la funcién de las integrinas de esta familia (Arroyo et al.1992; Van
de Wiel-van Kemenade et al. 1992; Kovach et al. 1992; Wayner et al. 1992). Por tanto
decidimos evaluar el efecto de tales Acms en el reconocimiento del dominio Hep II por
células monociticas. Para ello, estudiamos la adhesién al fragmento de 58 kDa de lineas

celulares monociticas tratadas previamente con dichos Acms. Utilizamos los Acms anti-
B1 TS2/16 y Alex 1/4 (Arroyo et al. 1992); TS2/16 es un Acm activador capaz de

aumentar la afinidad de las integrinas p1 por sus ligandos, Alex1/4 es un Acm neutro que
no afecta la funcién de las integrinas. La figura 4.13A muestra la adhesién al fragmento
de 58 kDa de las lineas monociticas THP-1, U937, y HL-60. La cuantificacién de este
ensayo indic6 que el 16-20% de las células inicialmente afiadidas se unen especificamente
a esa concentracién de 58 kDa tratandose de células preincubadas con el Acm TS2/16. Es
decir, el Acm TS2/16 induce el reconocimiento del fragmento de 58 kDa que sélo
contiene el dominio Hep H. Al comparar las figuras 4.11 y 4.13B se puede observar que

los valores de adhesidén obtenidos con el Acm TS82/16 y tras el tratamiento celular con
PMA de U937 son similares.

Fig.4.13.-(ver pagina siguiente) A.- Efecto de los Acm(s) TS2/16 y
Alex 1/4 sobre la adhesion de las células monociticas U937, THP-1
y HL-60 al fragmento de 58 kDa. Las células fijadas, se tifieron con azul de
toluidina 0,1% y se fotografiaron. Las células tratadas con TS2/16 se unen
eficientemente al fragmento de 58 kDa (Hep II) mientras las células tratadas con
Alex 1/4 o en reposo no se unen. B.- Induccion de adhesién celular al
fragmento de Fn de 58 kDa por Acms y cationes divalentes MnZ+
para distintas células, Los pocillos se incubaron con 100 (! del fragmento de
58 kDa (38 pg/ml, 0,6 nmol). Las células monociticas (THP-1, U937, HL-60) y
LT de sangre periférica en reposo, pretratados con €l Acm TS2/16, el Acm Alex
1/4 o CIPMn 1mM se afiadieron a los pocillos y se incubaron durante 30 min a
37°C. Las células adheridas se cuantificaron como ya se ha mencionado. Los
valores representados son la media de dos experimentos cada uno de los cuales s¢
realizé por duplicado y corresponden al porcentaje del total de células afiadidas.
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Simultaneamente, se realizaron ensayos de adhesién celular al fragmento de Fn de
38 kDa, con el fin de comparar el nivel de adhesién inducida al fragmento de 58 kDa con
la adhesién constitutiva al fragmento de 38 kDa. La figura 4.14 muestra que la adhesién
constitutiva de las lineas celulares THP-1, U937 y HL-60 también aumenta cuando las
células se preincuban con el Acm TS2/16. El Acm Alex 1/4 no tiene ningtin efecto.Estos
resultados denotan que el Acm TS2/16 aumenta la ahesién constitutiva de estas células,
afectando asf la interaccién de a4P1 con sus dos ligandos de Fn (Hep I y CS-1). Resulta
interesante comprobar que a la misma concentracién molar -0,6 nmol y 0,5 nmol del
fragmento de 58 kDa (fig.4.13) y de 38 kDa (fig.4.14), respectivamente- el nivel de
adhesién inducida al fragmento de 58 kDa es similar al nivel de adhesi6n constitutiva al
fragmento de 38 kDa para cada linea celular,
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Adhesion al fragmento de 38 kDa

Fig.4.14.- Aumento de la adhesion celular al fragmento de Fn de 38
kDa por Acms y cationes divalentes Mn2+ en distintas células, Los
pocillos se incubaron con 100 pl del fragmento de 38 kDa (19 pg/ml, 0,5 nmol).
Las células pretratadas con el Acm TS2/16, el Acm Alex 1/4 o Clo2Mn 1mM, se
afiadieron a los pocillos y se incubaron durante 30 min a 37°C. Las células
adheridas se cuantificaron como ya se ha mencionado. Los valores representados
son la media de dos experimentos separados realizados por duplicado y se
expresan como porcentaje del total de células afiadidas por pocillo.
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Para confirmar la implicacién de la integrina 0481 en la adhesién inducida por el
Acm TS2/16 al fragmento de 58 kDa, se realizaron ensayos de inhibicidn de adhesién
celular a este fragmento con Acms anti-o4. Como muestra la figura 4.15 la incubacién
con el Acm anti-o4 HP2/1 de células monociticas previamente tratadas con el Acm
TS2/16 inhibe totalmente la adhesién de estas células al fragmento de 58 kDa (y de 38
kDa, no representado). El Acm anti-a5 PID6 no tiene ningin efecto inhibidor,
demostrando as{ la implicacién de 04B1 en el reconocimiento del dominio Hep IL

30- B Control TS2/16+HP2A
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Adhesién al fragmento de 58kDa

Fig.4.15.- Inhibicién con Acms de la adhesion de. células
monociticas tratadas con el Acm TS2/16. Las células U937, HL-60 vy

THP-1 en reposo (control) o preincubadas con el Acm TS82/16, los Acms
TS2/16+ HP2/1 (anti-ad), o con los Acms TS2/16 + P1D6 (anti-a.5) se afiadieron

a pocillos tapizados con 100 pl de una solucién del fragmento de 58 kDa (38
pig/ml). Tras una incubacién de 30 min. a 37°C, las células adheridas se
cuantificaron como ya se ha descrito. Los valores representados son la media de
dos experimentos y se indican como porcentaje del total de células afiadidas por
pocillo.

Por otra parte, las figuras 4.13B y 4.14 muestran graficamente los resultados
obtenidos con linfocitos T (LT) de sangre periférica obtenidos a partir de donantes sanos.
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Estos experimentos se realizaron para determinar si la adhesién diferencial a las regiones
CS-1 y Hep I de Fn era un fenémeno comiin a otras células hematopoieticas distintas de
las monociticas. Las figuras 4.13 y 4.14 muestran la adhesién de células T a los
fragmentos de Fn de 58 y 38 kDa respectivamente; los LT son incapaces de reconocer el
fragmento de 58 kDa (fig.4.13) pero se unen al fragmento de 38 kDa (fig.4.14), aunque
no tan eficientemente como las linas celulares linfoides en cultivo. La preincubacion
celular con el Acm TS2/16 produjo la adhesién especifica al fragmento de 58 kDa
(fig.4.13) e increment6 al menos tres veces la unién al fragmento de 38 kDa (fig.4.14).
La figura 4.16 muestra la adhesi6n de linfocitos T a los fragmentos de Fn de 38 y 58
kDa, para células en reposo y tratadas con TS2/16 o Alex1/4. Al igual que para las células
monociticas, ¢l efecto inducido por el Acm TS2/16 se bloqueo totalmente con el Acm anti-
o4 HP2/1 (datos no mostrados). Aunque no se muestra graficamente los tratamientos
cortos con PMA (5ng/ml, 20 min.) también indujeron la uni6n especifica de las c€lulas T
al fragmento de 58 kDa.
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Fig.4.16.- Efecto de los Acms TS2/16 y Alex 1/4 sobre linfocitos T
en adhesion a los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa. Los LT en reposo
o incubados previamente con los Acms TS2/16 o Alex1/4 se afadieron a pocillos
tapizados con los fragmentos de 58 kDa (10 uglcmz) o38kDa (2,5 ug/cmz). Las

células adheridas se fijaron, se tifieron con azul de toluidina y se fotografiaron.
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4.2.5.- Efecto del cation divalente Mn2+ en la interaccién celular con el
dominio Hep IL

Como se ha mencionado anteriormente, los cationes divalentes afectan la funcién de las
integrinas (Hynes, 1992). En especial, se ha demostrado que el Mn2+ es capaz de
aumentar la afinidad de la mayoria de las integrinas por sus ligandos.

Para determinar el posible efecto de Mn2+ en e} reconocimiento del dominio Hep
II via 04P1, realizamos algunos ensayos de adhesi6n celular al fragmento de Fn de 58
kDa en presencia de este catién divalente. Para ello, las c€lulas se lavaron dos veces con
una solucién de C12Mn 1 mM antes de afiadirse a los pocillos recubiertos del sustrato
correspondiente. Las figuras 4.13B y 4.14 muestran el efecto del Mn2+ en la adhesién de
las células THP-1, U937 y HL-60 a los fragmentos de 58 y 38 kDa respectivamente.
Como puede apreciarse (fig.4.13B) las tres lineas monociticas reconocen especificamente
el fragmento de 58 kDa en presencia de Mn2+. Sin embargo, el efecto del Mn2+ no
resultd tan eficiente como el Acm TS2/16 en su capacidad de inducir el reconocimiento del
dominio Hep II en las células monociticas y tuvo un efecto mfnimo sobre los linfocitos T.
En la figura 4.14 se puede ver que el MnZ+ también aumenté levemente la uni6n de las
células U937 al fragmento de 38 kDa pero tuvo un efecto insignificante para THP-1, HL-
60 o linfocitos T. E1 Mn2* no ejercié ningun efecto en la unién a pocillos tapizados con
BSA, confirmando asf la especificidad de la adhesién observada. El tratamiento con
Mn2+ no afecté a la expresién superficial de 4Pl como se determiné por
inmunofiuorescencia usando Acm(s) anti-o4 y anti-f§1 para las distintas Iineas celniares
estudiadas (datos no mostrados).

4.3.- Estudio de la interaccién de leucocitos humanos con la region
central de Fn. Analisis de nuevos ligandos de baja afinidad.

Los resultados anteriormente expuestos habfan demostrado que adP1 estd presente en
diferentes formas de activacién en ciertas poblaciones celulares hematopoyéticas. En
células monociticas y LT existe como una forma parcialmente activa capaz de reconocer
CS-1 pero no Hep II. El reconocimiento de Hep I se puede inducir por distintos agentes,
siendo €] Acm anti-B1 TS2/16 el m4s efectivo. Este hecho nos hizo pensar que la
activacién de la integrina adB1 con el Acm TS2/16 podria inducir el reconocimiento de
nuevos ligandos no identificados previamente.

Por ello, nos propusimos estudiar la interaccién de las células linfoides con otras
regiones de Fn distintas de la regién carboxilo-terminal, que contiene los ligandos
conocidos de 04B1: CS-1 y Hep I1. A continuacién se exponen estos resultados.
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4.3.1.- Reconocimiento del fragmento de Fn de 80 kDa por algunas
células linfoides B negativas para aSB1.

Para estudiar la interaccién de los linfocitos con la regidn central de Fn utilizamos el
fragmento de Fn de 80 kDa. Como ya hemos mencionado, ¢l fragmento de 80 kDa
procede de la regi6n central de Fn que es contigua al dominio Hep II, carece de los
ligandos descritos de 04f1 y contiene la secuencia RGD definida como mediadora de
adhesién celular via 581 (ver fig.4.3). Como modelo de estudio elegimos las lineas
celulares linfoides B Ramos y Daudi porgue expresan mayoritariamente la integrina
odpl. La Tabla I muestra la expresion superficial de las integrinas para Ramos, Daudi y
otras lineas celulares utilizadas a lo largo de este estudio. Como podemos observar las
células Ramos y Daudi expresan o431 pero no otras integrinas como aSf1, a2pl y
avfP3, y Daudi ademds tampoco expresa a3B1. De hecho, ninguna de las lineas que
aparecen en la Tabla II expresan a5B1, excepto A375 y K-562 que se utilizaron como
controles.

Las lineas celulares Ramos (ver Fig.4.9) y Daudi unen los fragmentos de Fn de
38 y 58 kDa de forma dependiente de dosis; sin embargo, son incapaces de reconocer el
fragmento de 80 kDa. Para estudiar si la activacién a través de la subunidad B1 afectaba la
interaccién de estas células con la regién central de Fn, realizamos ensayos de adhesién
celular al fragmento de 80 kDa con células tratadas previamente con el Acm TS2/16 y el
Acm control Alex1/4. Como muestra la figura 4.17, la preincubacién de las células
Ramos (fig.4.17A) y Daudi (fig.4.17B) con el Acm Alex 1/4 no tuvo nigin efecto. Sin
embargo, el Acm TS2/16 indujo adhesi6én celular al fragmento de 80 kDa de forma
dependiente de dosis. El nivel de adhesién celular al fragmento de 80 kDa alcanzé el 60%
y 40 % de las células afiadidas Ramos y Daudi respectivamente.

TABLA H
INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA

Células Control 02 o3 o4 o5 oavp3 Bl
Ramos 35 35 45 95 35 36 113
Daudi 40 _ 39 96 40 43 76
IY 49 48 47 103 46 71 51
RPMI 8866 43 43 42 107 41 61 50
K562 47 . 45 46 78 56 100

A375 43 89 82 80 68 102 123
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Fig.4.17.- Adhesién al fragmento de 80 kDa de las células linfoides
Ramos (A) y Daudi (B). Las células se preincubaron con los Acms Alex1/4
-circulos negros- o TS2/16 -circulos blancos- y se afiadieron a los pocillos
tapizados con las concentraciones indicadas del fragmento de 80 kDa. La
cuantificacién de las células adheridas se indica en el capitulo de materiales y
métodos. Los valores corresponden a la media de tres experimentos distintos que

se hicieron por duplicado en cada caso.

Estos resultados muestran claramente que las células Ramos y Daudi adquieren [a
capacidad de reconocer el fragmento de 80 kDa después del tratamiento celular con el
Acm T82/16. La mayor adhesién al fragmento de 80 kDa observada para las células
Ramos respecto a Daudi probablemente se justifica por 1a mayor expresién de la
subunidad 1 en Ramos versus Daudi (Tabla II). La expresién superficial de las
integrinas 1 no se vio afectada tras el tratamiento celular con el Acm TS2/16, de acuerdo
con lo observado por otros grupos (Arroyo et al. 1992).

Ademis se estudiaron los fragmentos de 29 y 31 kDa que proceden de la regién
N- y C-terminal de Fn respectivamente (ver fig.4.1) y también carecen de los ligandos
descritos de a4f1. Realizamos ensayos de adhesién a los fragmentos de Fn de 29 y 31
kDa con células Ramos y Daudi pretratadas con los Acms TS2/16 y Alex1/4. La figura
4.18 muestra el efecto de tales Acm en la adhesién de las células Ramos a los fragmentos
de 29,31 y 80 kDa. Puede apreciarse que el Acm Alex 1/4 no produce efecto en ninguno
de los casos y que el Acm TS2/16 tampoco lo hace en la adhesién a los fragmentos de 29
y 31 kDa mientras que induce efectivamente la adhesién al fragmento de 80 kDa,
confirmédndose asi la especificidad de esta interaccién.
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Figd.18.- Adhesion de las células Ramos a los fragmentos de Fn de
80, 29 y 31 kDa.

Para confirmar la especificidad de la activacion a través de la subunidad p1,
realizamos ensayos de adhesién al fragmento de 80 kDa con las lineas celulares B, JY y
RPMIR866. Estas lineas celulares se eligieron porque no expresan la subunidad 1 (ver
tabla I) (Chan et al. 1992; Stupack et al. 1991; Stupack et al. 1992); en lugar de la
subunidad B1 expresan la subunidad B7 que también se asocia con o4 (Chan et al. 1992;
Postigo et al. 1993). Como puede observarse en la figura 4.19 el Acm anti-B1 TS2/16 no
tuvo ningtin efecto en la adhesién de las células JY y RPMI8866 al fragmento de 80 kDa,
mientras que en el mismo experimento TS2/16 indujo eficientemente la adhesi6n de las
células Ramos y Daudi a este fragmento; obsérvese como la uni6n constitutiva de JY al
fragmento de 80 kDa no se vio afectada por el Acm TS2/16. El Acm control Alex1/4 no
tuvo efecto en ninguno de los casos.
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4.3.2.- Efecto del PMA en el reconocimiento del fragmento de Fn de 80
kDa en distintas células linfoides B.

Nuestros resultados habfan demostrado que el PMA, al igual que el Acm TS2/16, inducia
el reconocimiento del dominio Hep I por parte de algunas células hematopoyéticas (ver
fig.4.11). Para establecer si el tratamiento celular con PMA afectaba al reconocimiento del
fragmento de 80 kDa por células linfoides B, realizamos ensayos de adhesién celular con
células tratadas con PMA. Como muestra la figura 4.19, el tratamiento celular con 50
ng/ml de PMA durante 20 min. no tuvo ningiin efecto en la adhesién de las células Ramos
y Daudi al fragmento de 80 kDa; en el mismo experimento el Acm TS2/16 produjo el
efecto esperado induciendo adhesi6n celular. E1 PMA tampoco afect6 la unién de las
células Ramos y Daudi al fragmento de 38 kDa (datos no mostrados). Por el contrario, el
PMA resulté ser un buen activador de la adhesién de las células JY y RPMI 8866 al
fragmento de 80 kDa (fig. 4.19); las células JY se unen al fragmento de 80 kDa
constitutivamente y el PMA aumenta considerablemente esta adhesién. El PMA también
induce adhesi6n de las células RPMI 8866 al fragmento de 80 kDa. No se observé
ningiin cambio en la expresién superficial de las integrinas tras dicho tratamiento con
PMA (datos no mostrados).

Estos resultados sugerian la implicacién de dos receptores diferentes para el
fragmento de de 80 kDa, uno de ellos regulado por el Acm T82/16 y el otro por PMA.
Stupack el al. (1992) han descrito que la integrina ovfd3 actda como un receptor de Fn en

células B. Para establecer si ovPB3 era el receptor para el fragmento de 80 kDa en las
células JY y RPMI 8866, llevamos a cabo ensayos de adhesion al fragmento de 80 kDa
en presencia del Acm anti-avp3 LM609. Nuestros resultados mostraron que este Acm
inhibfa completamente (100%) la adhesién de las células JY en reposo y las células RPMI
8866 tratadas con PMA, y parcialmente (45%) la adhesién de las células JY tratadas con
PMA. Estos resultados confirmaban la implicacién de avP3 en la adhesi6n de las células
B negativas para la subunidad 1 al fragmento de 80 kDa, y sugerian la existencia de un
receptor de Fn todavia no identificado en las células JY estimuladas con PMA. El Acm
L.M609 no tuvo ningiin efecto en la adhesién de las c€lulas Ramos y Daudi al fragmento
de 80 kDa (fig.4.20), de acuerdo con la ausencia de expresién de avB3 en estas células
(ver Tabla II).
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Fig.4.19.- Efecto del PMA y el Acm TS2/16 en la adhesion al
fragmento de 80 kDa para distintas lineas linfoides B. Las células se
incubaron con medio de cultivo en el caso de fas células control (en reposo), con
PMA (50 ng/ml, 20 min.}, o con una dilucién 1: 10 del Acm TS2/16 -15 min. a
37°C- y se afiadieron 5x 104 células por pocillo previamente tapizados con 100 i
fragmento de 80 kDa (38 pg/ml). La cuantificacién de las células adheridas se
describe en el capitulo de materiales y métodos. Los valores representan la media
de tres experimentos.

4.3.3.- Identificacién del receptor celular implicado en el reconocimiento
del fragmento de Fn de 80 kDa. Analisis del sitio activo de este
fragmento.

Para identificar el receptor implicado en el reconocimiento del fragmento de 80 kDa de Fn
por células Ramos y Daudi tratadas con el Acm TS2/16, llevamos a cabo ensayos de
adhesi6n celular en presencia de distintos Acms anti-integrinas. Los Acms anti-a4 HP1/1
y HP1/2 dirigidos contra los epitopos A y B1 respectivamente, inhibieron la adhesi6n al
fragmento de 80 kDa de las células Ramos (fig.4.20) y Daudi preincubadas con el Acm
TS2/16. Los Acms dirigidos contra las subunidades o5 (P1D6), o3 (1IF5), asf como los
Acms anti-avB3 (LM609) y anti-CD45 (D3/9) no tuvieron ningiin efecto en la adhesion
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celular al fragmento de 80 kDa (fig.4.20), implicando asf a la integrina ot4B1 en el

reconocimiento de dicho fragmento.
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Fig.4.20.- Efecto de distintos Acms en la adhesion de las células
Ramos tratadas con el Acm TS2/16 al fragmento de 80 kDa. Las
células se trataron -15 min., 37°C- con ¢l Acm TS 2/16, y a continuacién se
incubaron con el Acm indicado durante 15 min. Los sobrenadantes de hibridomas:
D3/9, P1D6, HP2/1 y HP1/1 se analizaron a una concentracién 1:10, y los
liquidos asciticos IIF5 y LM609 a 1:500. Las células se afiadieron (5x 104pocillo)
a los pocillos previamente tapizados con 100 ul del fragmento de 80 kDa (38
ug/ml) y después de 30 min. a 37 °C, las células adheridas se cuantificaron como
se indica en los materiales y métodos. Los valores representan el porcentaje de
células adheridas respecto al nimero de células control, que en este caso son
células preincubadas s6lo con el Acm TS2/16 sin inhibidor. Los valores
representan la media de dos experimentos diferentes.

Para confirmar la implicacién de 041 en el reconocimiento del fragmento de 80
kDa, estudiamos el efecto de distintos péptidos sintéticos en adhesién celular. Como
muestra la figura 4.21 los péptidos sintéticos CS-1 e IDAPS inhibieron en un 100% la
adhesién de células Ramos tratadas con TS2/16 al fragmento de 80 kDa, confirmando as{
la implicacién de odB1 dado que ambos péptidos son ligandos de esta integrina. Los
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péptidos control CS-2 (fig.4.21) y CS-3 (no mostrado) no tuvieron ningiin efecto en
estos experimentos mientras que CS-5 inhibi6é la adhesién celular en un 65% (no
mostrado). Sorprendentemente, el péptido GRGDSPC inhibié completamente [a adhesién
al fragmento de 80 kDa mientras que el control RGES no tuvo ningiin efecto (fig.4.21).
La concentracién de péptido requerida para producir un 50% de inhibicién de la adhesion
celular al fragmento de 80 kDa fue: 5,45 nM (15 ug/ml) para CS-1, 104 nM (80 pg/ml)
para GRGDSPC y 400 (220 ug/ml) para IDAPS. CS-1 resultd ser el inhibidor més

eficiente y el péptido GRGDSPC era mejor inhibidor que la secuencia IDAPS,

60 -

40 -

% Células adheridas
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Concentracién de péptidos (mg/mi)

Fig.4.21.- Inhibiciéon de la adhesién de las células Ramos al
fragmento de 80 kDa con péptidos sintéticos. Las células se trataron con
el Acm TS82/16 -15 min.,37°C- y se incubaron -30 min. a temperatura ambiente-
con diferentes concentraciones de los péptidos sintéticos que se indican en la
figura. Las células se afiadieron a los pocillos tapizados con el fragmento de 80
kDa (19 pg/ml) y se procedi6é como se describe en el capitulo de materiales y
métodos. Los valores indicados representan el porcentaje de células adheridas
respecto al control, que en este caso son pocillos con células preincubadas con
TS82/16, sin inhibidor. Estos valores corresponden a la media de tres
experimentos.
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El resultado de estos experimentos confirma la implicacién de c4B1 en esta
interaccién. El patrén de inhibicién con los Acms anti-04 (fig.4.20) (B1>A) es parecido
al obtenido para los fragmentos de 58 y 38 kDa (ver fig. 4.10) sugiriendo que la
interaccién de o.4B1 con estos fragmentos se produce en regiones préximas de la
integrina. Esto se confirma, ademds, por el hecho de que las secuencias CS-1 ¢ IDAPS
inhiben eficientemente la adhesién al fragmento de 80 kDa.

Nuestros resultados indicaban que la activacién de la integrina a4p1 por el Acm
TS2/16 inducfa el reconocimiento de la secuencia RGD. Sin embargo, estudios previos
han demostrado que la adhesién de las células Ramos al fragmento de 38 kDa es
independiente de RGD. Decidimos comparar, por tanto, el efecto del péptido sintético
RGD en la adhesién de células en reposo o tratadas con TS2/16 al fragmento de Fn de 38
kDa. La figura 4.22 muestra estos resultados. Este péptido, a 0,5 mg/ml no tuvo ningin
efecto cuando las células estaban en reposo, de acuerdo con los datos publicados
previamente (Garcia-Pardo et al. 1990) mieniras que inhibi6 en un 50% la adhesi6n al
fragmento de 38 kDa, cuando las células estaban previamente incubadas con el Acm
TS2/16. Como esperabamos, el péptido sintético CS-1, que se utilizé6 como control,
resultd ser un buen inhibidor en ambos casos.

Todos estos resultados indican que el péptido sintético RGD ¢s capaz de inhibir el
reconocimiento de los ligandos constitutivos de la integrina odf 1, cuando ésta se activa
por el Acm TS2/16, y por lo tanto la integrina 04P1 activada -pero no en reposo- es capaz
de reconocer la secuencia RGD.
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Fig.4.22 (ver péagina anterior).- Efecto del péptido sintético
GRGDSPC en la adhesién de las células Ramos al fragmento de 38
kDa. Tanto las células en reposo como las tratadas con el Acm TS2/16 -15 min.,
37°C- se incubaron con (.5 mg/ml de los péptidos sintéticos GRGDSPC o CS-1
durante durante 30 min. a temperatura ambiente. Las células se afiadieron a los
pocillos previamente incubados con 100 ul del fragmento de 38 kDa a una
concentracién de 0,8 pg/cm? para las células en reposo 6 0,6 pg/cm? para las
células tratadas con TS2/16. el nimero de células en los pocillos control (sin
inhibidor) fué de 35.000 -en reposo- y de 29.000 -tratadas TS2/16-. Las células
adheridas respecto al control se cuantificaron segin se indica en materiales y
métodos. Estos valores son la media de dos experimentos diferentes.

Con el fin de identificar la secuencia especifica implicada en la interaccién 04f1-
FN80 llevamos a cabo ensayos de adhesitn celular al fragmento de 80 kDa inmovilizado
en presencia de distintos fragmentos solubles de Fn y en presencia de Acms anti-Fn.

La Tabla III muestra el efecto de distintos fragmentos solubles de Fn en la
adhesi6n de células tratadas con TS2/16 al fragmento de 80 kDa; los fragmentos solubles
de 38 y 80 kDa inhibieron eficientemente la adhesién al fragmento de 80 kDa. Como se
describe en el capitulo de materiales y métodos los fragmentos de 15 kDa y 40/45 kDa se
obtuvieron a partir del fragmento de 80 kDa por digestién con pepsina. El fragmento de
15 kDa contiene la secuencia RGD mientras el fragmento de 45 kDa carece de esta
secuencia; como muestra la tabla III sélo el fragmento de 15 kDa inhibi6 la adhesién de
células Ramos tratadas con TS2/16 al fragmento de 80 kDa mientras los fragmento de
40/45 y el de 31 kDa no produjeron ningin efecto.

La figura 4.23 muestra el efecto de distintos Acms anti-Fn en la adhesién de
células Ramos y Daudi preincubadas con TS2/16 a FN80. El Acm N-295 que reconoce
un epitopo cerca de la secuencia RGD, inhibié6 la adhesién al fragmento de &) kDa en un
80% mientras que los Acms P3D4 y N-296 dirigidos contra el dominio Hep Il y la regién
carboxilo-terminal respectivamenie no tuvieron ningdn efecto.

Estos resultados confirman la implicacién de la secuencia RGD en la interaccién
de las células Ramos y Daudi, activadas con el Acm TS82/16, con el fragmento de Fn de
80 kDa. Sin embargo, como el Acm N-295 no inhibi6 la adhesion celular en un 100% la
implicacién de otra regién préxima a la secuencia RGD capaz de actuar de una forma
sinergistica con este sitio no puede ser totaimente descartada.
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TABLA 111
Efecto de distintos fragmentos de Fn en la adhesion de células Ramos tratadas con
TS2/16 al fragmento de 80 kDa
% de Inhibici6n

80kDa inmovilizado 80kD 38kD 15kD 45kD 31kD
ug/ml 4.5* 3 4.5 1.8 3
19 80 100 85 10 3
38 70 100 S0 Q0 0

* nanomoles usados en la incubacién
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Fig.4.23.- Efecto de Acms anti-Fn en la adhesion de células Ramos
tratadas con TS52/16 al fragmento de 80 kDa. A los pocillos previamente
incubados con 100 ul del fragmento de 80 kDa (38 pg/ml), se afiadieron las
diluciones indicadas de los Acms: N-295 (anti-RGD), P3D4 (anti-Hep II), o ¢l
control N-296 (anti-Fib II) y se incubaron 30 min. a temperatura ambiente. Tras
esta incubacion se afiadieron las células previamente tratadas -15 min., 37°C- con
el Acm TS2/16. Las células adheridas se cuantificaron segin se indica en
materiales y métodos. Los valores se expresan como porcentajes respecto al
niimero de células en el pocille control (sin inhibidor) y representan la media de
dos experimentos.
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4.3.4.- Analisis de la especificidad de la interaccién 04f1-FN8O

Teniendo en cuenta que el Acm TS2/16 es capaz de inducir el reconocimiento de nuevos
ligandos de odf1 en la molécula de Fn, estudiamos el efecto de este Acm en la adhesién a
otras proteinas de MEC no descritas previamente como mediadoras de adhesién celular a
través de la integrina 04Pp1, como por ejemplo el colageno (COL) o la laminina
(LM).Estas dos protefnas son ligandos conocidos de otras integrinas 1 incluyendo
o2p1, o381 y a6B1 (Hynes, 1992)

Como muestra la figura 4.24 la preincubacién de las células Ramos con el Acm
TS2/16 en ensayos de adhesién a laminina y coldgeno no produjo ningin efecto, mientras
que las células se unieron eficientemente al fragmento de 80 kDa, en el mismo
experimento. Teniendo en cuenta que la integrina mayoritaria en las células Ramos es
a4B1 (ver Tabla 1), estos resultados indican que el Acm TS2/16 no induce el
reconocimiento de laminina y coldgeno, a pesar de que estas proteinas de la MEC también
tienen la secuencia RGD. Por tanto, el reconocimiento de la secuencia RGD por la
integrina 04P1 es especifico del entorno de Fn. Para comprobar que habiamos utilizado
una concentracién suficiente de LM y COL para mediar adhesion celular, utilizamos como
control la linea celular de melanoma A375. Las células A375 expresan distintas integrinas
B1 (Tabla 1), entre ellas el receptor de laminina a6f1 (Arroyo et al. 1992). La figura 4.24
muestra que las células A375 se unen constitutivamente al fragmento de 80 kDa, y a
laminina y coldgeno con menor eficiencia; la preincubacidn celular con el Acm TS2/16
aumentd la adhesion a los tres sustratos de acuerdo con los datos publicados (Aroyo el al.
1992; Arroyo el al. 1993). Esta adhesién no se debi6 a un efecto de "cross-linking” de las
células a las proteinas de MEC via el Acm TS2/16 dado que en experimentos control, el
Acm TS2/16 no se uni6 a Fn, LM, o COL. Por el contrario, el incremento de la adhesién
de las células A375 a proteinas de MEC es debido a una reguiacion de la adhesién de las
integrinas a5B1, a2Pl, y a6B1 que son recepiores del fragmento de Fn de 80 kDa,
COL, y LM respectivamente (Arroyo et al. 1992; Arroyo et al. 1993; Chan et al. 1993).
Como esperdbamos; las células RPMI 8866 y JY, que carecen de la subunidad B1, no
unen LM o COL en respuesta a la preincubacién celular con el Acm TS2/16.

Con el fin d¢ determinar si el cambio de especificidad en el reconocimiento de
ligandos es una caracteristica comiin a otras integrinas, estudiamos el efecto de TS2/16
sobre l1a adhesién de la linea celular K-562 al fragmento de 38 kDa. Las células K562
expresan 581 pero no a4P1 (Tabla I) y por tanto no se unen al fragmento de 38 kDa
constitutivamente. EI Acm TS2/16 no produjo el reconocimiento del fragmento de 38 kDa
aunque aumentd la unién de estas células al fragmento de 80 kDa a través de o581 (datos
no mostrados). Por tanto, se puede concluir que la capacidad de reconocer nuevos
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ligandos después de la activacién a través de la subunidad B1 podria ser una propiedad
intrinseca de la integrina odP1.
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Fig.4.24.- Efecto del Acm TS2/16 en adhesion celular a laminina y
coldgeno tipo L Las células Ramos y el control A375 se incubaron con el Acm
TS2/16 y se afiadieron a pocillos tapizados con 100 pl del fragmento de Fn de 80
kDa (38 pg/ml), laminina (LM, 150 pg/ml), o coldgeno tipo I (COL, 150 pg/ml).
Las células se cuantificaron segiin se especifica en materiales y métodos. Los
valores representan el nimero de células adheridas respecto al total de células
afiadidas y corresponden a la media de dos experimentos diferentes.

4.4.- Estudio de algunas implicaciones celulares en leucocitos
subsiguientes a la interacciéon o431-Fn.

Los datos presentados anteriormente habfan demostrado que a4 1 estd presente en
distintas poblaciones celulares como diversas formas capaces de reconocer distintos
ligandos de Fn segiin el estado de activacidn, y que tales estados pueden inducirse por
diversos agentes. A continuacién se estudian algunas de las consecuencias celulares que
sobre los leucocitos tiene la interaccién de 4Pl con estos distintos ligandos de Fn.

4.4.1.- Anilisis de la reorganizacién del citoesqueleto tras la interaccién
de células linfoides B con Fn

El hecho de que la integrina 04P1 sea capaz de interaccionar con varios ligandos en Fn
podria implicar una reorganizaci6n del citoesqueleto en las c€lulas B Ramos estudiadas
diferente en cada caso. Para analizar esta hip6tesis se lievaron a cabo ensayos de
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inmunofluorescencia utilizando los fragmentos de Fn de 80 y 38 kDa que proceden de la
regién central y carboxilo-terminal de Fn respectivamente. De esta forma es posible
estudiar las consecuencias intracelulares de la interaccion de cada uno de los los ligandos
de 0dB1 en Fn: CS1/Hep II contenidos en la regi6én carboxilo-terminal (38 kDa) y la
secuencia RGD presente en la zona central (80 kDa).

La Figura 4.25 muestra el andlisis por inmunofluorescencia de la adhesién (3 h) a
los fragmentos de 38 y 80 kDa de las células Ramos en reposo y preincubadas con el
Acm TS82/16; en este caso se puede observar la distribucién del citoesqueleto de actina (A)
y de la tubulina (B). Como se¢ puede observar en la Figura 4.25A, las células adheridas al
fragmento de 38 kDa muestran abundantes extensiones citoplasmadticas, algunas de las
cudles llegan a constituir auténticas colas de gran longitud, adquiriendo asi un fenotipo
bastante distinto al de las células linfoides en general. Las células tratadas con TS2/16
sobre el fragmento de 38 kDa adoptan una morfologfa muy parecida a la anterior aunque
con muchas mds ramificaciones y menos colas largas. Por el contrario, las células
adheridas al fragmento de 80 kDa carecen de tales extensiones y presentan un aspecto
bastante mis redondeado. En la Figura 4.25B, las células unidas al fragmento de 80 kDa
muestran una distribucién de tubulina homogénea y polarizada mientras que las células
unidas al fragmento de 38 kDa muestran un patrén heterogéneo con distribucién central y
polarizada. Estos resultados indican que la adhesi6n celular a los fragmentos de Fn que
contienen los distintos ligandos para a4p1 (CS1/Hep II en la zona carboxilo-terminal
versus RGD en la zona central) no inducen la misma reorganizacién del citoesqueleto de
actina. Sin embargo, la distribucién de tubulina para las células unidas a los fragmentos
de 38 u 80 kDa muestran un patrén no asociado exclusivamente a cada fragmento.

Fig.-4.25 (ver pdgina siguiente).- Andlisis por inmunofluorescencia
de la adhesion a los fragmentos de 38 y 80 kDa de células Ramos en
reposo o tratadas con el Acm TS2/16. Las células Ramos en reposo o
tratadas con TS2/16 se afiadieron sobre cubres circulares (12 mm de didmetro)
previamente tapizados con los fragmentos de 38 kDa (3,5 pg/cm?) y 80 kDa (23
ng/em?), Después de 3 h. de incubacién a 37°C, las células adheridas se fijaron y
se tifieron en primer lugar con un Acm anti-tabulina. En segundo lugar las células
se incubaron con IgG de conejo anti-ratén marcado con fluoresceina y Phaloidina-
RITC. Las muestras tefiidas se observaron al microscopio de fluorescencia
(objetivo de 40x) y se fotografiaron,
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TS2/16 - 80kDa

Control - 38kDa TS2/16 - 3BkDa

Actina

Tubulina

Para determinar si la interaccion con el fragmento de 80 kDa requeria un periodo
de tiempo diferente al del fragmento de 38 kDa para producir el mismo efecto, las c€lulas
Ramos se incubaron con ambos fragmentos a distintos tiempos. Las células se fijaron y
se tifieron para observar la distribucién de actina. En la Figura 4.26 se muestra la cinética
de la adhesion a los fragmentos de Fn de 38 y 80 kDa de células Ramos en reposo y
tratadas con TS2/16 después de 15 min. (A), 3 h. (B) , y toda la noche (C). A los 15
min. de incubacién, para las células Ramos en reposo y tratadas con TS2/16, no se
observ6 la formacién de extensiones citoplasmdticas, siendo su aspecto el de células
linfoides (redondeadas). Sin embargo, a los 30 min. (no mostrado en la figura) ya se
podian observar las extensiones celulares e incluso colas de cierta longitud. A las 3 h. de
incubacién celular (panel B) se observaron colas de gran longitud que sin embargo
llegaron a desaparecer después de toda la noche (panel C). Aunque las c€lulas Ramos en
reposo o tratadas con el Acm TS2/16 mostraron un patrén morfolégico similar, la
cinética resulté mds lenta para las células en reposo. Después de toda la noche de
incubaci6n celular con el fragmento de 38 kDa, las células (en reposo y activadas)
mostraban un aspecto muy parecido a las células unidas a 80 kDa para cualquiera de los

tiempos de incubaci6n; es decir, presentaban una morfologfa redondeada.
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Fig.4.26.- Cinética de la adhesion a los fragmentos de Fn de 38 y
80 kDa de células Ramos en reposo y tratadas con TS2/16. Las cé€lulas
Ramos -4 x 109- en reposo (primera columna) o tratadas con TS2/16 15 min. a
37°C (segunda y tercera columnas) se afiadieron a los cubres tapizados con el
fragmento de 38 kDa -3,5 ug/cm2~ (primera y segunda columnas) o con ¢l de 80
kDa -23 ug/cmz— (tercera columna) durante 15 min. (A), 3 h. (B) y toda la noche
(C). Las células se fijaron, se tifieron con Phaloidina-RITC, y se fotografiaron al

microscopio (objetivo de 40 x)
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Nuesiros resultados indicaban que la formacién de largas extensiones
citoplasmadticas celulares era el resultado de la interaccién de las células linfoides B Ramos
con la regi6én carboxilo-terminal de Fn (fragmento de 38 kDa) que, como ya hemos citado
anteriormente, contiene dos sitios activos, CS-1 y Hep II. Para determinar la contribucién
de los sitios CS-1 y Hep II en la formacién de estas prolongaciones, se llevaron a cabo
ensayos de inmunofluorescencia con los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa, puesto que
éste tltimo fragmento contiene exclusivamente la secuencia Hep II. Como se muestra en
la Figura 4.27A, las células Ramos incubadas sobre el fragmento de 58 kDa no formaron
largas prolongaciones, tan caracteristicas del fragmento de 38 kDa.

Por otra parte, se estudiaron las interacciones celulares con ambos fragmentos de
Fn por microscopia confocal (fig.4.27B). En esta figura se muestran distintas secciones
de un mismo campo para la adhesién al fragmento de 38 kDa y 58 kDa. Como puede
apreciarse para el fragmento de 38 kDa, en el plano inferior se observa una larga cola
totalmente adherida al sustrato, mientras la célula se sitia en un plano superior, como
confirman los distintos planos correspondientes a secciones superiores, apareciendo en el
extremo superior una protuberancia que sobresale del resto. Por el contrario, para el
fragmento de 58 kDa no se observan prolongaciones en ninguna de la secciones.

Fig. 4.27 (ver pagina siguiente).- A. Andlisis por
inmunofluorescencia de la adhesién a los fragmentos de 38 y 58 kDa
de las células Ramos. Las células Ramos (4 x104) se afiadieron sobre cubres
previamente incubados con los fragmentos de 38 kDa (3,5 pg/cm2) y 58 kDa
(uglcmz). Después de 3 h. de incubacién a 37°C, las células se fijaron y se tifieron
con Phaloidina-RITC. Las células se observaron al microscopio de fluorescencia y
se fotografiaron {objetivo de 40 x). B. Estudio por microscopia confocal
de la adhesion a ambos fragmentos. Después de la incubacién celular de 60
min. con los cubres preincubados con los fragmentos de 38 (B1) y 58 kDa (B2)
las células se fijaron y se tifieron con Phaloidina-RITC. Se muestran distintas
secciones de un mismo campo.
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38 kDa

58 kDa

Teniendo en cuenta que los fragmentos de de 38 y 58 kDa difieren respecto al
contenido de la secuencia CS-1, estos resultados sugerfan la implicaci6én de la secuencia
CS-1 en la formaci6n de las colas citoplasmdticas tan caracteristicas observadas tras la
interaccion con el fragmento de 38 kDa.

Para confirmar esta hip6tesis se realizaron ensayos de inhibicién utilizando Acms
anti-Fn previamente descritos. La figura 4.28 muestra el resultado obtenido cuando los
cubres previamente tapizados con fragmentos de Fn se incubaron con Acms anti-Fn antes

de anadir las células Ramos. Las células incubadas sobre cubres tratados con el Acm anti-
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CS1 P1F11 no muestran prolongaciones celulares, son de aspecto redondeado. Sin
embargo el Acm anti-80kDa, utilizado como control, no ejercio efecto alguno, de forma
que se pueden apreciar las prolongaciones celulares tan caracteristicas de las células

Ramos sobre el fragmento de 38 kDa.

P1F11

A80k.1

Fig.4.28.- Ensayo de inhibicion con Acms anti-Fn. Los cubres
circulares preincubados con el fragmento de 38 kDa (3,5 pg/cmz) se incubaron a
continuacién con Acms anti-CS1 PIF11, anti-80 kDa A80k.1 o RPMI (no
mostrado en la figura) y después de lavar los cubres dos veces con PBS se
afiadieron las células Ramos. Tras una incubacién de 3 h., las células se fijaron y
se tifieron con Phaloidina-RITC, se observaron al microscopio de fluorescencia

(objetivo 40 x) y se fotografiaron.

Todos estos resultados indican que la interaccién celular con los diferentes

ligandos de la integrina 04B1 produce distinta reorganizacién del citoesqueleto Por un



Resultados , 67

lado, 1a regi6n central no induce grandes cambios en el fenotipo celular, al contrario que
la regi6n carboxilo-terminal. De los dos sitios activos contenidos en esta regién nuestros
resultados indican que la secuencia CS-1 serfa la responsable de la formacién de las
prolongaciones celulares observadas.

4.4.2.- Identificacion de los sitios activos dentro de Fn implicados en
procesos de fosforilacion después de la interaccion linfocito-Fn.

Recientemente se ha descrito la fosforilacién de una proteina de 110 kDa (pp110) en
células linfoides B humanas después de la interaccién con el fragmento de 38 kDa de Fn
(Freedman et al. 1993). Sin embargo, como este fragmento contiene dos $itios activos
(CS1/Hep II), decidimos estudiar la contribuci6én de cada uno de estos sitios, comparando
los procesos de fosforilacién que tienen lugar tras la interaccidn de las células Ramos via
04P1 a los fragmentos de 38 kDa o 58 kDa (contiene s6lo Hep II). Para ello se llevaron a
cabo ensayos de inmunofluorescencia; como se muestra en la Figura 4.29A los
fragmentos de 38 kDa y 58 kDa inducen fosforilacion en tirosina después de 15 y 60 min.
de incubacién. Como puede apreciarse en la figura 4.29B, la distribucién muestra un
aspecto distinto. En el caso de 38 kDa aparece una ventosa central y para 58 kDa un
punteado heterogeneo con algunas concentraciones de morfologia irregular. La ventosa
basal se aprecia mejor en la composicién de distintos planos (Fig. 4.29C).

Fig.4.29. A. Analisis por inmunofluorescencia de la fosforilacion
sobre los fragmentos de 38 y 58 kDa. Las células Ramos se afiadieron
sobre cubres circulares previamente tapizados con fragmentos de 38 kDa (3,5
ng/cm?2) y 58 kDa (11pg/cm2). Después de 15 y 60 min. de incubacién, las
células se fijaron y se incubaron con un Acm anti-fosfotirosina marcado con
biotina durante 30 min. Después se afiadi6 streptavidina marcada con fluorescefna.
Las células se observaron y fotografiaron (objetivo 40x). B. Estudio por
microscopia confocal. Las mismas muestras se observaron con un
microscopio confocal y se fotografiaron. C. Estudio por microscopia
confocal de la muestra de 38 kDa mostrando los diferentes planos.
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DISCUSION

La interaccién de los leucocitos con la proteina de MEC Fn resulta esencial en la
migracidn, en la localizacién en tejidos y en la funcién general de estas células. A nivel
molecular esta interaccién constituye un proceso complejo que implica tanto a la regién
carboxilo-terminal como a la regi6n central de la molécula de Fn.

Como primera aproximacién al estudio de la interaccién de los leucocitos con la
regién carboxilo-terminal de Fn se obtuvieron dos Acms, P1F11 y P3D4, que reconocen
los sitios activos CS-1 y Hep II respectivamente. Estos Acms han resultado muy ttiles
para determinar el origen exacto de algunos fragmentos de Fn correspondientes a la
regi6n carboxilo-terminal y nos han permitido estudiar su efecto en la interaccién celular
con Fn, puesto que ambos sitios (CS-1 y Hep II) son capaces de mediar adhesién celular.

En base al peso molecular de los fragmentos obtenidos a partir de la digestion de
Fn con tripsina, se habia asumido que el fragmento de 58 kDa procedia de la cadena B de
Fn (McCarthy et al. 1988; Wayner et al. 1989; Ferreira et al. 1990; Garcia-Pardo et al.
1990). Los resultados obtenidos en el presente trabajo con el Acm P1F11 nos permiten
afirmar definitivamente que el fragmento de 58 kDa procede de la cadena B de la Fn
plasmdtica. Ademds, teniendo en cuenta que la presencia de la secuencia CS-1 estd
regulada por mecanismos de "splicing" alternativo y, por tanto, no siempre estd presente
en la Fn, el Acm P1F11 resulta muy valioso en el estudio de la existencia de las distintas
formas de Fn (con o sin CS-1) en los distintos tejidos.

Por otra parte, la secuencia exacta que reconoce €l Acm P3D4 dentro del dominio
Hep H de Fn aidn no se ha determinado. No obstante, como este Acm inhibe totaimente la
adhesion celular a los fragmentos de 38 y 58 kDa, se puede concluir que el sitio que
reconoce €l Acm P3D4 estd directamente implicado en adhesién celular; de hecho,
sorprende que este Acm sea tan buen inhibidor de la adhesién al fragmento de 38 kDa,
puesto que este fragmento contiene dos sitios activos (Hep IT y CS-1) y la secuencia CS-1
es, en principio, un sitio de mayor afinidad que el dominio Hep II (Wayner et al. 1989;
Garcia-Pardo et al. 1990a , 1990b). Mds interesante aiin es que el Acm anti-CS1 P1F11
inhiba tan poco la adhesién al fragmento de 38 kDa. Una posible explicacién para este
resultado es que el Acm P1F11 no sea capaz de interaccionar con ¢l fragmento de 38 kDa
o con la Fn en forma nativa con suficiente afinidad para bloquear la adhesién celular;
P1F11 podria tener menor afinidad por CS-1 que el receptor natural. Por otra parte,
P1F11 podrfa estar reconociendo un epitopo de CS-1 que no esté directamente implicado
en adhesién, El sitio activo de CS-1 se ha identificado como la secuencia LDV, situada en
el extremo carboxilo-terminal del péptido (Komoriya et al. 1991; Wayner et al. 1992).
Resultados no publicados parecen indicar que el epitopo reconocido por este Acm estd
situado en la regién central de la secuencia CS-1. Otra posible explicacién para la baja
inhibicién obtenida con P1F11 es que, al contrario de lo que sucede con P3D4, al
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bloquear CS-1 con el Acm P1F11 no se impida la unién al dominio Hep II, suficiente
para mediar adhesién celular, sugiriendo un papel de "pivot” para el sitio Hep II.

Como ya se ha citado, la interaccién de las células linfoides con la regién
carboxilo-terminal estd principalmente mediada por los sitios activos CS-1 y Hep I1 a
través de la integrina adp1, esto es, dichas células reconocen los fragmentos de Fn de 38
kDa que contienen CS1 y Hep II y 58 kDa que contienen s6lo Hep Il. El presente estudio
demuestra que las células monociticas no reconocen el fragmento de 58 kDa incluso a
elevadas concentraciones (>300pg/ml), aunque se unen eficientemente al fragmento de 38
kDa a través de la secuencia CS-1. Estos datos confirman algunos resultados preliminares
obtenidos por otros autores utilizando las células premonociticas U937 (Ferreira et al.
1990) y podrian indicar que las células linfoides y monociticas presentan un
comportamiento diferencial respecto a la utilizacién de las distintas secuencias adhesivas
dentro de Fn.

Nuestros resultados muestran que las l{neas celulares T y B unen los fragmentos
de 38 y 58 kDa, aunque en concentracién molar el fragmento de 38 kDa resulta tres veces
mds efectivo en la capacidad de mediar adhesién celular que el fragmento de 58 kDa. El
hecho de que los linfocitos T de sangre periférica, al igual que las células monociticas, no
sean capaces de reconocer el dominio Hep II sugiere que el reconocimiento diferencial de
este dominio podria estar determinado por la actividad de la integrina adB1 presente en
cada poblacién celular. La existencia de varios estados de activacién en o4l estd
sugerida por los distintos patrones de adhesién observados, incluso entre células que
unen los ligandos CS-1 y Hep II; por ejemplo el nimero de células linfoides T HUT-78
unidas a saturacién a los fragmentos de 38 y 58 kDa es similar (49% y 42%),
respectivamente, mientras que las células linfoides B Ramos se unen a saturacién al
fragmento de 38 kDa 1,5 veces mds que al fragmento de 58 kDa, a igualdad de
concentracién molar. Por tanto, parece que existe lo que podriamos definir como un
"gradiente de adhesién" al dominio Hep 1I de Fn, que estaria representado en primer lugar
por las lineas celulares T, seguidas de las lineas celulares B, y finalmente las lineas
celulares monociticas junto a los linfocitos T de sangre periférica para las que Ia adhesién
a Hep I es nula.

La diferente capacidad para reconocer el dominio Hep II probablemente viene
determinada por la distinta avidez (alta-intermedia-baja) del receptor presente en estas
células. Asf, mientras que la forma de avidez intermedia/alta de 041 seria capaz de unir
los ligandos de aita (CS-1) y baja (Hep II) afinidad, la forma de baja avidez de 04p1 sélo
serfa capaz de unir ¢l ligando de alta afinidad (CS-1). Segin esto, la eficiencia del proceso
de adhesion dependerd del estado de activacién del receptor, asf como de la disponibilidad
y afinidad del ligando. En este sentido, recientemente se ha publicado un estudio sobre la
existencia de dos subpoblaciones de timocitos que difieren en los marcadores de estados
de diferenciacién y expresan a4p1, pero en un caso 041 es funcional, y por tanto
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reconoce sus ligandos constitutivos, mientras que en el otro no reconoce ningin ligando
(Salomon et al. 1994),

Por otro lado se han descrito muchos ejemplos de cambios que tienen lugar
respecto a la adhesion a Fn tras procesos de diferenciacién celular (Bernardi et al. 1987,
Shimizu et al. 1990; Verfaillie et al. 1991), para las células premonociticas U937 se ha
publicado que el fenotipo monocitico afecta a la adhesion celular a las secuencias RGD y
CS-1 de Fn (Ferreira et al. 1991). Nuestros resultados muestran que las células U937
diferenciadas también adquieren la capacidad de unir el dominio Hep II, y esto se asocia
con una ligera disminuci6n de la expresién superficial de adB1, lo que es consistente con
el trabajo citado. La explicacién mds probable para el reconocimiento del dominio Hep II
por parte de las células U937 tratadas con PMA es la estimulacién funcional de odP1 tras
la diferenciacién celular, como es el caso de las integrinas (1 en linfocitos (Shimizu et al.
1990). Estos resultados se han intentado comprobar analizando la adhesién de monocitos
extraidos de sangre periférica al fragmento de 58 kDa; sin embargo, debido a la elevada
adhesién no especifica que los monocitos mostraban en estos ensayos, no resulté posible
determinar la especificidad de la unién. No obstante, el hecho de que la activacién de las
células monociticas y los linfocitos T con dosis altas de PMA induzca la unién celular al
dominio Hep II y, mds aiin, que sea mds efectiva que los tratamientos largos con PMA,
confirma la explicacién de la activacién de o4p1.

Estd claramente demostrado que la actividad funcional de las integrinas se puede
modular por distintos agentes, que incluyen no sélo los ésteres de forbol, como ya se ha
mencionado (Shimizu et al. 1990; Wilkins et al. 1991; Postigo et al. 1991) sino también
sus ligandos especificos (Du et al. 1991) y los cationes divalentes (Gailit et al. 1988;
Kirchhofer et al.1990). Algunos trabajos han mostrado que ciertos Acms dirigidos contra
la subunidad 1 pueden incrementar la avidez de las integrinas B1 por sus ligandos, y
apuestan por un cambio conformacional que conduce a una forma activada del receptor
(Arroyo et al. 1992; van de Wiel-van Kemenade et al. 1992; Kovach et al. 1992; Wayner
et al. 1992). La unién constitutiva de a4f1 por sus ligandos CS1 y VCAMI aumenta en
estos casos. También se ha publicado que el reconocimiento de la secuencia LDV
-secuencia activa contenida en CS-1- también requiere la activacién previa de a4pl
(Wayner et al. 1992). Nosotros encontramos que el Acm TS2/16 (anti-f1) induce
eficientemente la unién de las células monociticas y los linfocitos T de sangre periférica al
dominio Hep II de Fn, previamente incapaces de unir este dominio.

Ademi4s, el reconocimiento del dominio Hep II también se puede observar en
presencia del catién divalente Mn2+, aunque el efecto es menor si se compara con el
obtenido utilizando el Acm TS2/16. Otros autores habian descrito que este catién
aumentaba la afinidad de las integrinas 581 y avP3 por sus ligandos constitutivos
(Gailit et al. 1988; Kirchhfer et al. 1990). En nuestros resultados, el efecto que el catién
Mn2+ tuvo en la adhesién de los linfocitos T extraidos de sangre periférica al fragmento
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de 58 kDa fue minimo comparado con el obtenido para células monociticas; esto podria
indicar que los linfocitos T de sangre periférica expresan adf1 en un estado que requiere
estimulos mds fuertes para alcanzar una total activacién, como por ejemplo el PMA o los
Acms anti-Bl. Esta explicacién estd de acuerdo con la hipétesis propuesta sobre la
existencia de distintos estados de activacién para adP1 entre distintas poblaciones
celulares. Pese a las diferencias observadas en el nivel de activacién, se podria pensar que
tanto el Mn2+ como. el Acm TS2/16 inducen un cambio conformacional en o4Bl, de
manera que aumentara la avidez por sus ligandos y permitiera la unién al dominio Hep II.
Los datos existentes hasta parecen confirmar este mecanismo como el mds probable.

La existencia de dos regiones diferentes Hep II y CS-1, tan préximas en la
molécula de Fn, capaces de mediar adhesi6n, asi como los estudios funcionales realizados
con los Acms P3D4 y P1F11, sugieren una cooperacién funcional de los distintos sitios
activos que resultaria en una adhesion celular estable. Para las células de melanoma se ha
propuesto un modelo que implica la contribucién de los sitios activos en Hep II y ITICS,
la integrina od4PB1, y proteoglicanos (lida et al. 1992). Basidndonos en la diferente
capacidad inhibidora de los Acms P3D4 y P1F11 dirigidos contra el dominio Hep Il y la
secuencia CS-1 respectivamente, podemos postular que 1a unién de o4p1 al dominio Hep
II podria servir para regular y estabilizar la unién a CS-1. Si esto fuera asi, serfa necesaria
la activaci6n de adP1 antes de que tuviera lugar la unién de algunas células
hematopoyéticas al dominio Hep I1, proporcionando asf un mecanismo para la regulacién
de la adhesidn de leucocitos a Fn en tejidos y sitios de inflamacién. Por otra parte, la
regulacién (constitutiva versus inducida) de interacciones fuertes o débiles de adf31 con
sus ligandos en Fn podria tener importantes implicaciones para la migracién y funcién de
linfocitos y monocitos. Particularmente, porque el sitio CS-1 no estd presente en todas las
isoformas de Fn debido a mecanismos de "splicing” alternativo, proporcionando asi otro
nivel de regulacién de adhesién celular y migracién, y reforzando el papel de la matriz
extracelular en estos procesos.

Los resultados obtenidos respecto al reconocimiento del dominio Hep II por a4f1
sugerian que la activacién del receptor apropiado podria ser una buena aproximacién para
el estudio de las interacciones de baja afinidad o de nuevos ligandos, que de otro modo
nunca se detectarfan.

Trabajos previos (Garcia-Pardo et al. 1990) habfan mostrado de forma
concluyente que algunas células linfoides B no expresan la integrina o581 y son
incapaces de unirse al fragmento de 80 kDa. Este fragmento procede de la regién central
de Fn y contiene la secuencia RGD, ligando descrito de o5B1. En el presente estudio
nosotros encontramos que la incubaci6n de las lineas B negativas para aSB1, como
Ramos y Daudi, con el Acm anti-f1 TS2/16 induce el reconocimiento del fragmento de
80 kDa de forma especifica y eficiente. Los datos presentados muestran claramente que la
adhesién de las células B al fragmento de 80 kDa estd mediada por la integrina cdf1, esto
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es, los Acms anti-ad y los péptidos sintéticos CS-1 e IDAPS (ligandos descritos de
4B1) inhiben completamente la adhesién celular al fragmento de 80 kDa. No obstante,
m4s interesante ain result6 que el péptido sintético GRGDSPC tambi€n fuese capaz de
inhibir la adhesién de células tratadas con ¢l Acm TS2/16. Segiln otros trabajos
publicados previamente, se habfa establecido que la interaccién de o481 con los
fragmentos de Fn de 38 kDa (CS1/Hep II) y 58 kDa (Hep II) no se veia afectada por
péptidos que contuvieran la secuencia RGD (Ferreira et al. 1990; Garcia-Pardo et al.
1990a, Garcia-Pardo et al. 1990b;Wayner et al. 1989). Consistente con estos datos,
nuestros resultados muestran que la adhesi6én al fragmento de 38 kDa de las células
Ramos (no traitadas o tratadas con el Acm control Alex 1/4) tampoco resuita afectada por
el péptido GRGDSPC (ver Fig.4.22).

Ademés observamos que la secuencia RGD no s6lo inhibe la funcién de las
células tratadas en forma soluble, sino que resulta ser el principal sitio que media
adhesién al fragmento de 80 kDa, como s¢ puede concluir de la buena inhibicion
observada por el Acm N-295. Sin embargo, no se puede descartar totalmente la
contribucién de otras regiones dentro del fragmento de 80 kDa que pudieran actuar de
forma sinergfstica con la secuencia RGD.

Otros autores habfan mostrado previamente que el "spreading” de células de
melanoma se podfa inhibir por el péptido sintético GRGDSPC y que la integrina a4 1 se
podia eluir de una columna de afinidad de CS-1 con dichos péptidos (Mould et al. 1991).
En el presente estudio, sin embargo, no se observa el reconocimiento del péptido sintético
RGD sin incubacién previa de las células con el Acm TS2/16. Aunque no se puede
explicar esta discrepancia, se debe tener en cuenta que resulta dificil comparar
directamente los resultados obtenidos en ambos casos, por tratarse de distintos tipos
celulares y estudiar un fenémeno diferente ("spreading" versus adhesién). Una
explicacién posible es que las células utilizadas en el trabajo de Mould et al. porten una
forma constitutivamente activa de 041 capaz de reconocer los péptidos que contienen la
secuencia RGD. Muy recientemente se ha publicado un trabajo en el que se muestra que el
péptido RGD ciclico también inhibe la adhesién mediada por 41 indicando que la
manipulacién del ligando también induce el reconocimiento (Cardarelli et al. 1994).

Nuestros resultados indican que la activacién de 041 puede resultar en cambios
respecto al reconocimiento de sus ligandos. Para otras integrinas se ha observado la
capacidad de reconocer miltiples ligandos en estado activado. Por ejemplo, la integrina
0231 es sélo receptor de coldgeno en plaquetas y fibroblastos, mientras que funciona
como receptor de coldgeno y también de laminina en otros tipos celulares (Elices et al.
1989; Languino et al. 1989; Kirchhfer et al. 1990). Los trabajos de Chan et al. (1993)
muestran que en la misma célula, el Acm TS2/16 puede convertir la forma parcialmente
activa de 021 que reconoce s6lo coldgeno en una forma totalmente activa que también
une laminina. Los resultados de esta tesis muestran que 04f1 existe en diferentes estados
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de activacién en distintas células hematopoyéticas. Las células monociticas y los linfocitos
T de sangre periférica expresan una forma parcialmente activa de a4f1 que reconoce CS-
1 pero no el dominio Hep II, y el Acm TS2/16 convierte 041 en una forma m4s activa
-constitutivamente presente en células linfoides- capaz de reconocer ambos ligandos en
Fn. En un trabajo reciente, Masumoto et al. (1993) comparan la unién de a4}l a CS-1y
VCAM-1; la forma menos activa de la integrina une sélo VCAM-1, mientras que la forma
m4s activada une tanto VCAM-1 como CS-1. Como se muestra en esta tesis, el PMA
también puede activar 4P 1 expresada en células premonociticas U937, de forma que
reconoce la secuencia CS-1 y el dominio Hep II. Por otra parte, resulta muy interesante
que el PMA no induzca adhesién al fragmento de 80 kDa en las células linfoides Ramos y
Daudi, y que incluso tampoco afecte a su unién constitutiva al fragmento de 38 kDa,
sugiriendo as{ que la forma de a4f1 presente en las células Ramos y Daudi no es sensible
a la activacién por ésteres de forbol. De hecho, otros autores (Masumoto et al. 1993)
también han observado una diferente regulacién de la funcién de 04B1 en este caso por
Acm(s) y Ca2+. Mds adn, también se ha publicado que el PMA no tiene efecto, o éste es
minimo, en la unién de 02B1 a coldgeno y laminina, mientras que el Acm TS82/16 resulté
muy activo en la induccién de dicha unién (Chan et al. 1993). El hecho de que otros
autores (Arroyo et al. 1993; Chan et al. 1993) hayan demostrado que el Acm TS2/16
pueda también activar las integrinas solubilizadas estd de acuerdo con que no se requiera
una ruta de activacion intracelular. Todas estas observaciones apoyan la existencia de
mecanismos diferentes de regulacién de la funci6n de las integrinas. Sin embargo, como
el PMA aumenta la funcién de a4p1 en algunos tipos celulares, es posible que la
sensibilidad a un estimulo particular venga determinada o bien por el estado de activacién
de la integrina, o por el tipo celular, o por ambas cosas.

Todos los estudios anteriores han analizado el efecto de los Acms anti-B1 o el
PMA en la interaccion de a4f1 con ligandos ya identificados, es decir, CS-1, Hep IT y
VCAM-1. Asimismo aunque los estudios de Chan et al. (1993) muestran claramente que
existen cambios en la especificidad de acuerdo con el estado de activacién de la integrina
o2P1, hay poblaciones celulares que unen laminina y/o coldgeno de forma constitutiva.
La novedad de nuestros resultados es que el Acm TS2/16 induce la unién a una regién de
Fn (fragmento de 80 kDa) no identificada previamente como un ligando de a4fp1. De
hecho, el fragmento de 80 kDa es ligando de la integrina o581 y estd ampliamente
documentado que la funcién de a4p1 en leucocitos es RGD-independiente (Wayner et al.
1989; Ferreira et al. 1990; Garcia-Pardo et al. 1990a, 1990b).

Aunqgue, en general, una integrina puede unir varios ligandos, 0431 destaca
porque puede unir miiltiples secuencias e incluso secuencias aparentemente distintas
dentro de la misma o diferentes moléculas. Dentro de Fn las secuencias minimas que se
han identificado como ligandos de a4f1 son LDV, contenida en la secuencia CS-1
(Komoriya et al. 1991, Wayner et al. 1992), REDV, contenida en la secuencia CS-5
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(Mould et al. 1991a), e IDAPS, contenida en H1 (Mould et al. 1991b). Se ha propuesto
que el aspartato, comin en estas secuencias, puede ser un residuo fundamental en el
reconocimientpo de 0d4f1 (Mould et al. 1991b). Aunque esta hip6tesis pudiera ser cierta,
parece claro que otras secuencias podrian ser también ligandos especificos de adf1. Hay
evidencias indirectas de que los péptidos FNC/HI (YIKPGSPPREVVPRPRPGV, aqui
llamado sitio I) y FNC/HII (KNNQKSEPLIGRKKT, llamado sitio II), derivados del
dominio Hep II de Fn (McCarthy et al. 1988), podrian también interaccionar con o481
(Iida et al. 1992). Todas estas secuencias (CS-1,CS-5, HI, FNC/HI, FNC/HII) estdn
localizadas muy préximas dentro de la molécula de Fn, en la repeticion tipo III-14 yen la
regién ITICS, que es contigua a la anterior (ver fig.1). Como ya se ha mencionado,
ademds de la Fn, a4P1 es también el receptor de VCAM-1 (Elices et al. 1990), de la
protefna bacteriana invasin (Ennis et al. 1993), y de la trombospondina (Yabkowitz et al.
1993). Aunque los sitios de unién celular para algunas de estas proteinas no se han
identificado todavia, parece claro que la interaccién de o4B1 con VCAM-1 no implica al
motivo LDV presente en esta proteina (Osborn et al. 1992, Vonderheide et al. 1992).
Nuestros resultados muestran que el hipotético cambio conformacional inducido en o4p1
a través de la subunidad 31 permite el reconocimiento de la secuencia RGD de Fn que
estd localizada en la repeticién III-10, de forma que dista bastante de los ligandos
previamente descritos para a4f1. En trabajos recientes (Koivunen et al. 1993, 1994) y a
partir de una librerfa de fagos, se han identificado varios péptidos sintéticos ciclicos que
carecen de la secuencia RGD vy, sin embargo, son capaces de unir la integrina a5B1; uno
de estos péptidos corresponde a la secuencia STSDVGG, que es homdloga a la
TVSDVPR presente en la repeticién III-10 de Fn. En este trabajo se muestra que esta
secuencia es también homéloga a EILDVPST, una secuencia presente en CS-1 que
interacciona con ¢4fB1 con alta afinidad (Wayner et al. 1989; Garcia-Pardo et al. 1990b;
Guan et al. 1990; Mould et al. 1990). Aunque estos autores no demuestran que exista una
interacci6n directa de o581 con las dos secuencias homélogas presentes en Fn, sugieren
que a5P1 podria tener la capacidad de reconocer otros ligandos presentes en Fn, ademds
de RGD. Los resultados que hemos obtenido en este trabajo estdn de acuerdo con la
posibilidad de que exista un cierto grado de solapamiento en el reconocimiento de
ligandos por las integrinas 04p1 y o5B1. Esto también estd apoyado por otro trabajo que
muestra que un péptido sintético ciclico, distinto de RGD, puede inhibir la funcién de las
integrinas a4f1 y o5B1 (Nowlin et al. 1993) y que el péptido ciclico RGD inhibe od1
(Cardarelli et al., 1994). Aunque la ciclacién de péptidos puede proporcionar una
conformacién del ligando 6ptima para interacciones de alta afinidad con 0df1 o a5p1,
parece claro por nuestros resultados que el Acm TS2/16 no induce el reconocimiento de la
secuencia CS-1 de Fn via a5B1. Por lo tanto, la capacidad de reconocer nuevos ligandos

bajo activaci6n supuestamente conformacional podria ser intrinseca a la estructura de
o4p1.
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En esta tesis se describe un nuevo papel para ¢4f31 como un receptor para el sitio
RGD en Fn. Teniendo en cuenta que la integrina a5B1 es el receptor clésico para el sitio
RGD, nosotros hemos intentado estudiar la contribucién de a4P1 en la adhesién celular
al fragmento de Fn de 80 kDa cuandos ambas integrinas estdn presentes simultdneamente.
En experimentos no mostrados, estudiamos si los Acm(s) anti-o4 podian inhibir
parcialmente la unién de las células U937 tratadas con TS2/16 al fragmento de 80 kDa.
Sin embargo, como el Acm TS2/16 también aumenta la adhesién mediada por o561
(Arroyo et al. 1992, 1993 y este trabajo) no pudimos detectar ninguna inhibicién con
Acm(s) anti-a4. Es posible que cuando o531 y o431 se expresan conjuntamente, la
funcién de oi5B1 predomine sobre la funcién de 04P1 en la capacidad de mediar adhesién
a Fn. De acuerdo con esto, otros autores han mostrado que el fragmento de 80 kDa o el
péptido sintético GRGDSPC inhiben completamente la adhesién de células U937 a Fn,
mientras el fragmento de 38 kDa o ¢l péptido CS-1 producen inhibici6n parcial o ausencia
de inhibicién (Ferreira at al. 1990),

Sin embargo, todos estos datos no excluyen una cooperacién de ambos receptores
para lograr una adhesién eficiente a Fn, como se ha propuesto para los linfocitos T
(Garcia-Pardo and Ferreira, 1990). Los resultados de esta tesis resultan obviamente
importantes para las células que expresan 041 como la integrina mayoritaria de
superficie; esto incluye las células B (Garcia-Pardo et al. 1990b; Stupack et al. 1991),
algunos progenitores de células B (Rold4n et al. 1992) y probablemente algunas células
tumorales. Incluso hay trabajos mostrando diferentes interacciones con Fn durante el
desarrollo de células pre-B (Bernardi et al. 1987; Verfaillie et al. 1991). En las células que
expresan 05B1 junto a odP1, 0dB1 apropiadamente activado podria servir para cooperar
con a5B1 o para reemplazarlo funcionalmente cuando a581 esté ocupado.

El hecho de que las integrinas se puedan encontrar en distintas formas de
activacién "in vivo", como se ha demostrado para aidp1 (Laffén et al. 1991; Salomon et
al. 1994), sugiere que los Acms anti-B1 activadores (TS2/16 y otros) est4n mimetizando
el efecto de ligandos fisiol6gicos no identificados todavia. Por otro lado, Ia multiplicidad
de secuencias reconocidas por 4P 1 debe tener relevancia fisiolégica; por ejemplo, podria
servir para proporcionar las interacciones sinergisticas con el receptor resultando en
uniones de alta afinidad. Tal sinergfa ya se ha mostrado para la interaccién de a5p1 con la
secuencia RGD en Fn (Yamada, 1991). De forma similar, la activacién de la integrina
oIIbB3 en plaguetas con trombina resulta en el reconocimiento de una regién adicional de
Fn (junto a RGD), comprendiendo parte de la repeticién III-9 y III-10 (Bowditch et al.
1991, ver fig.1). Una interesante posibilidad es que algunas de las secuencias que
interaccionan con g4f1 podrian regular la unién a otros ligandos, como ya se ha
mostrado para oIIbfi3 (Du et al. 1991). Los ligandos de o4p1, incluyendo la secuencia
RGD descrita en esta tesis, se unen aparentemente a los mismos sitios o a sitios
solapantes en 0df1, puesto que se inhiben unos a otros. Sin embargo, parece posible que
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otros ligandos todavia no identificados se unan a a4f1 con baja afinidad o incluso a un
sitio diferente, de forma que aumenten en vez de que inhiban la funcién de odfl1.
Apoyando esto, se encuentra el hecho de que dos secuencias que muestran interaccién
con a4f1, FNC/HI y FNCH/IL, no interfieren o lo hacen ligeramente con la funcién
adhesiva de 041 (lida et al. 1992). La libreria de fagos usada como aproximacién para
identificar los ligandos de a5B1 (Koivunen et al. 1993, 1994) podria ser itil para
identificar nuevos ligandos potenciales de adf1. Esto también abrirfa la posibilidad de
usar estas secuencias moduladoras con fines terapéuticos. Otra consecuencia de este
trabajo es que o4l fisiolégicamente estimulado podrfa jugar un papel importante en el
reclutamiento de linfocitos en los sitios de inflamacién y tejidos donde se producen
distintos fragmentos de Fn conteniendo CS-1, Hep II y/o RGD.

La integrina a4 es, por tanto, un receptor muy versdtil capaz de reconocer
miiltiples ligandos en Fn. Dado que su avidez por CS-1, Hep I y RGD es diferente, la
unién a cada uno de estos sitios podria tener diferentes consecuencias celulares. En este
sentido, se ha estudiado si la interaccién de células B con las regiones central y carboxilo-
terminal de Fn afecta al citoesqueleto celular de 1a misma manera. Nuestros resultados
demuestran que la interacci6n de la linea celular Ramos con la regién carboxilo-terminal
de Fn produce la aparicién de extensiones celulares que, en ocasiones, son auténticas
colas de gran longitud. Por el conirario, la interaccién con la regién central de Fn no
induce las prolongaciones citadas sino que el aspecto de las células es redondeado. En
este sentido se podrian distinguir un fenémeno de adhesién que permite la inmovilizacién
celular y no induce ningiin cambio morfol6gico aparente de un fenémeno més complejo
que implica inmovilizacién y subsiguientes cambios en el interior celular. Este dltimo caso
seria el que promoveria la regién carboxilo-terminal de Fn resaltando, en principio, su
funci6n biolégica; se podria especular sobre este fenotipo como el de una célula que
estuviera en movimiento lo que resultarfa muy importante para el desplazamiento de las
células linfoides en los distintos tejidos. Por otra parte la adhesi6n a través de la regién
RGD podrria ser importante para la inmovilizacién de las células, tan necesria en procesos
de diferenciacién, por ejemplo. Recientemente se ha propuesto un modelo para los
timocitos humanos en el que la integrina 4f1 actiia inmovilizando estas células a Fn de
forma transitoria permitiendo el proceso de seleccién timica en el que participan las
moléculas del MHC (Salomon et al. 1994), realzando asf la importancia biol6gica de los
fenémenos de adhesién per se.

Como la interaccién de 2481 con la regién carboxilo-terminal estd mediada por
CS-1 y Hep 11, resultaba importante determinar la contribucién de ambos sitios en la
formacién de las extensiones celulares que se producen tras la interaccién celular con
dicha regi6n, sobre todo si se tiene en cuenta que la presencia de CS-1 esta sujeta a una
estrecha regulacién por mecanismos de "splicing” alternativo y que el reconocimiento del
dominio Hep II también esta regulado pero a nivel del receptor. Nuestros resultados
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muestran que la secuencia CS-1 es necesaria para que tenga lugar la aparicién de tales
colas, como asf lo demuestran los ensayos de inhibicién con el Acm anti-CS1 P1F11, los
resultados con el fragmento de 58 kDa que carece de CS-1 y con los péptidos sintéticos
utilizados (datos no mostrados). Aunque las colas citoplasmdticas aparecen también
cuando estd exclusivamente presenie la secuencia CS-1, no se puede descartar una
cooperacién de ambos sitios activos para la aparicion de tales cambios celulares. Estos
resultados parecen indicar que la interaccién de las células linfoides con la regién
carboxilo-terminal de Fn estd sujeta a un riguroso control que no debe ser gratuito y
sugiere la importancia de las consecuencias celulares tras la interaccién celular a través de
4B 1. Recientemente se ha publicado que las células endoteliales sintetizan y depositan
en la parte celular que da a la luz vascular asi como en la zona intercelular la isoforma de
Fn que presenta la secuencia CS-1 en las dos cadenas (Elices et al 1994). Se podria
especular con la posibilidad de que la interaccién adB1-Fn, en concreto CS-1, estarfa
implicada en la extravasacién celular; si esto fuera asi un fenotipo celular como el que
muestran nuestros resultados serfa muy apropiado para la extravasacion no s6lo por su
morfologfa sino por tratarse ademds de un fenémeno transitorio.

Nuestros resultados ademds muestran otros eventos intracelulares tras la
interaccidn de las células linfoides B con la regién carboxilo-terminal, como es el caso de
los fenémenos de fosforilacién. Recientemente se ha publicado que la interaccién de
células B con esta regién de Fn implica la fosforilacién de una proteina de 110 kDa
(Freedman et al., 1993). Aungue nosotros no hemos identificado la proteina que se
fosforila cuando tiene lugar la interaccién celular con el fragmento de Fn de 38 kDa,
mostramos los resultados obtenidos por inmunocitoquimica. Los resultados obtenidos a
distintos tiempos varian desde los 15 min. de interaccidn celular con dicho fragmento
hasta los 60 min. A los 15 min. aparece una especie de ventosa en la parte inferior, como
confirman los datos obtenidos por microscopia confocal, que corresponderfa a la
distribucioén de las proteinas fosforiladas. Sin embargo a los 15 min. de la interaccién de
las células linfoides con el fragmento de 38 kDa las células mostraban un aspecto
redondeado cuando se incubaban con Phaloidina marcada con rodamina. Tras 60 min. de
interaccidn la ventosa tfpica de proteinas fosforiladas desaparece casi en su totalidad,
observandose una distribucién difusa o polarizada de estas proteinas mientras que en este
tiempo las células muestran extensiones citoplasmadticas perfectamente diferenciadas. A la
vista de estos resultados se podria especular que los fenomenos de fosforilacién son
previos a los fenémenos de reorganizacién de proteinas del citoesqueleto.

Por otra parte, dado que el fragmento de Fn de 38 kDa contiene dos sitios activos
resultaba interesante determinar qué sitio estaba involucrado en la fosforilacién o si lo
estaban ambos. Los resultados obtenidos con el fragmento de 58 kDa nos permiten
afirmar que el dominio Hep II estd implicado en la fosforilacién de proteinas subsiguiente
a la interaccion con este fragmento de Fn. Sin embargo, como muestran las fotografias
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tomadas a los 15 min. de la interacci6n, la distribucién de la zona fosforilada es distinta a
la obtenida con el fragmento de 38 kDa. En lugar de tener el aspecto de una ventosa,
aparece como una mancha alargada. Aunque nosotros no hemos identificado si la
secuencia CS-1 induce fosforilacién, las diferencias observadas para los fragmentos de
38 kDa y 58 kDa sugieren que CS-1 también estd implicado en fosforilacién y quiza
incluso fosforile otras proteinas distintas. En este sentido, hay que decir que para los
linfocitos T se ha publicado recientemente la implicacién de la secuencia CS-1 en los
eventos de fosforilacién posteriores a la interaccién de estas celulas con Fn (Nojima et
al., 1992).

En definitiva, y a la vista de nuestros resultados, la integrina 041 es un receptor
muy flexible capaz de reconocer multiples ligandos en Fn, dependiendo de su estado de
activaci6n, pudiendo implicar estas interacciones eventos intracelulares diferentes en cada
caso. Todo ello apoya la importancia de la matriz extracelular, particularmente la Fn en el
desarrollo y funcién de los linfocitos.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de esta tesis doctoral se citan a continuacidn:

1.- El fragmento triptico de 58 kDa proviene de la cadena B de Fn y no contiene
el sitio mediador de adhesi6n celular CS-1.

2.- El mecanismo de adhesi6n a la regién carboxilo-terminal de la Fn implica una
cooperatividad de las regiones CS-1 y Hep II; la interaccién de o431 con Hep II

probablemente modula la posterior interaccién con CS-1.

3.- La integrina 04P1 existe en diferentes estados de activacién en distintas
poblaciones hematopoyéticas.

4.- Las células monociticas y los linfocitos T de sangre periférica (LT) reconocen
constitutivamente en Fn la secuencia CS-1 pero no el dominio Hep 11, a diferencia de las
células linfoides en cultivo, que reconocen ambos sitios. La integrina 41 presente en
las células monociticas y LT, por tanto representa una forma parcialmente activa o de baja
afinidad capaz de interaccionar s6lo con el ligando mds activo CS-1.

5.- La unién de a4P! al dominio Hep II de Fn se puede inducir por el tratamiento
celular con PMA, el catién divalente Mn2+ o el Acm TS2/16 dirigido contra la subunidad

B1.

6.- Las células linfoides B que no expresan la integrina «5B1 y no se unen
constitutivamente al fragmento de Fn de 80 kDa, adquieren la capacidad de reconocer

éste fragmento si son previamente tratadas con el Acm TS2/16. El receptor celular
implicado en la interacci6n con el fragmento de 80 kDa es la integrina adf1.

7.- La secuencia RGD es un nuevo ligando para la integrina 041 previamente
activada a través de la subunidad B1. Es decir, el cambio conformacional inducido en
o4B1 por el Acm TS2/116 resulta en la capacidad de reconocer RGD.

8.- La integrina a4P1 activada por el Acm TS2/16 reconoce la secuencia RGD de
Fn. Por €l contrario, a4f1 asf activada no reconoce esta secuencia en otras protefnas de
MEC como laminina y coldgeno tipo 1.

9.- La regi6n central y carboxilo-terminal de Fn inducen una reorganizacién
distinta del citoesqueleto de actina después de la interaccién de células linfoides B via
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a4P1. La adhesién celular a la regién carboxilo-terminal tiene como consecuencia la
aparicién de extensiones celulares que pueden llegar a ser de gran longitud. La secuencia
CS-1 es imprescindible pero no suficiente para la formacién de tales prolongaciones, es
probable que se requiera la cooperacion del dominio Hep 11

10.- La regi6n carboxilo-terminal de Fn induce fosforilacién en tirosina después
de la interaccién con células linfoides B via odf31. El dominio Hep II y probablemente la

secuencia CS-1 estdn implicados en dicho fenémeno.
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SUMMARY: Ws have obtained two new mAbs to the carboxy-terminal region of
fibronectin, namely P304 and P1F11, and have studied their binding sites and
their ability to block lymphocyte adhesion to fibronectin. ELISA and Western blot
analyses showed that PBD4 reacts with both fibronectin chains and both Hep II-
containing fragments (58 kDa and 38 kDa). P1F11, raised against the synthetic
peptide CS-1, reacted with the 38 kDa fragment and with a 180 kDa fragment
derived from the A chain of fibronectin. P1F11 did not react with the 58 kDa
fragment thus clearly establishing that 58 kDa comes from the B chain of
fibronectin and lacks the CS-1 sequence. mAbs P3D4 and P1F11 were used to
evaluate the contribution of the Hep Il and CS-1 sites in cell attachment to
fibronectin. P3D4 effectivaly inhibited B cell adhesion to 38 kDa, 58 kDa and
fibronectin; P1F11 however produced only limited inhibition, suggesting that
lymphocyte interaction withi Hep Il may modulate further binding to the CS-1 site.

© 1992 Academic Press. Inc.

We (1-3) and others (4) have previously shown that lymphocyte interaction with
fibronectin (Fn) involves multiple sites located in the central and carboxy-terminal
regions of Fn. Thase sitas can be isolated within tryptic fragments of 80 kDa (RGD
sequence), 58 kDa and 38 kDa (Hep !l domain), which promote cell adhesion
efficiently (1-3). The 38 kDa fragment also contains the CS-1 adhesive sequence
(5, 6) of the alternatively spliced IICS region of Fn, and is derived from the A
chain of Fn. Based on engyme specificiiy and on the molecular weight of the
resuiting Fn fragments, it -has been assumed that the 58 kDa fragment is derived
from the B chain of Fn (1-3). However the origen of this fragment has not been
clearly established yet.

1‘To whom correspondenceé should be addressed at Centro de Investigaciones
BiolGgicas, VelSzquez:144, 28006 Madrid, Spain. Fax: 34-1-564 4567.

Abbrevigtions: Fn, ﬁbrorieqtin; mAbs, monoclonal antibodies.
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The existence of two adhesive sites (Hep Il and CS-1) in close proximity within
Fn, may suggest a functional cooperation between both sites that results in an
efficient cell attachment. Using a panel of monoclonal antibodies (mAbs) selected
for their ability to inhibit lymphocyte adhesion to Fn, we have identified the adp1
integrin as the receptor for both sites, Hep Il and CS-1 (1, 3). in the present study
we have obtained two novel mAbs to Fn, which specifically recognize these
adhesive sites. We have used these mAbs to ciearly establish that the §8 kDa
fragment lacks CS-1 and is derived from the B chain of Fn. We have also studied
the contribution of both sites (Hep !l and CS-1) to cell attachment by testing the
effect of these mAbs on lymphocyte adhesion to Fn and its fragments.

MATERIALS AND METHODS

Fibronectin and fibronectin fragments. Human plasma Fn was the generous gift
of Drs. B. Horowitz and R. Shulman (New York Blood Center, New York, NY).
Tryptic fragments of 200 and 190 kDa representing the B and A chains of Fn
respectively, minus the 29 kDa N-terminal and the 6 kDa C-terminal domains
were obtained as described (6). Tryptic fragments of 38 kDz, 58 kDa, and 60 kDa
were produced as praeviously reported (1-3, 6). Briefly, these fragments are
isolated by heparin-Sepharose affinity chromatography of the Fn digests and
eluted in the 0.1 M NaCl fraction {80 kDa), or 0.5 M NaCl fraction (38 and 58 kDa)
from this column. The 38 and 58 kDa fragments are further resolved by DEAE-
Sephacel, which retains the 58 kDa but not the 38 kDa fragment. Further
puritication of the 38 kDa fragment was achieved by a CM-Sephadex matrix
equilibrated in 10 mM Tris, 2 M urea, 50 mM NaCl pH 7.0. After removal of
unbound materials with this buffer, the 38 kDa fragment was separated from other
contaminants by running a NaC! gradient (50-300 mM) through this column.
Fragments were finally dialyzed against PBS, concentrated and stored in aliquots
at -70° C.

Antibodies. mAbs to Fn were produced by immunizing RBF/DnJ mice with the
previously described synthetic peptide CS-1
(DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST) (5) coupled to keyhole limpet hemacyanin
(KLH), or with the 38 kDa Fn fragment, using previously reported protocols (1).
Polyclonal antibodies 1o the 38 kDa fragment were obtained by subcutaneous
injection of New Zealand White rabbits with the purifed fragment.

Cell attachment assays. The human B cell line Ramos was obtained from the
American Type Culture Coliection (Rockville, MD) and expanded in RPMI, 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco Life Technologies, Middlesex, UK) as
reported (3). 4-day cell cultures were used for attachment assays which were
performed exactly as described (2, 3) using 96-well Linbro plates with flat bottoms
(ICN Biomedicals Ltd, Bucks, UK). Attached cells were fixed with 1.25%
glutarakdehyde, stained with 0.1% Toluidine blue and the absorbance at 492 nm
was determined using an automatic microplate reader MRPA 4 (Eurogenetics,
Belgium). For Inhibition experiments, coated wells were incubated at room
temperature for 30 min with 50 ul of appropriate dilutions of P3D4 or P1F11 mAbs
prior to adding the cells.

136



wr

Vol, 186, No. 1, 1992

BlOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

ELISA assays. 96-well plates (Corning Glass Works, New York, USA) were
coated with Fn (5 pg/well), 58 kDa (2 ng/well) or 38 kDa (1 pg/well) in PBS at 4°
C overnight. Plates ware rinsed with PBS, 0.05% Tween 20, and incubated with
appropriate dilutions of mAbs. Afier 1 h at 379 C, the plates wero rinsed with
PBS/Tween and incubated for an additional hour with a 1:1000 dilution of
peroxidase-conjugated goat IgG anti-mouse Igs (Dakopatts A/S, Glostrup,
Denmark). The plates were washed and developed by addition of 1,2-
Phenylenadiamine dihydrochloride (OPD) in 0.1 M citric acid-phosphate buffer,
pH 5.). After 30 min, the absorbance at 492 nm was determined using a
microplate reader .

RESULTS

Biochemical characterization of mAbs P3D4 and PI1F11 binding sites in
fibranectin

To determine the specificity of the mAbs obtained using the immunization
prolocols described above, we performed ELISA assays with equal molar
quantities of Fn, 80 kDa, 58 kDa, or 38 kDa fragments as substrata. Two mAbs
termed P3D4 and PiF11 showed to be positive by this method. mAb P3D4
reacted in a dose dependent manner with fragments 38 and 58 kDa as well as
with intact Fn (Fig. 1, left); P3D4 did not react with the 80 kDa fragment (not
shown). mAb P1F11 was produced by immunizing with the synthetic peptide CS-
1 and thus its reactivity with this peptide was not surptising (data not shown);
hawever, it was important to determine whether this mAb recognized the CS-1
segment when present within Fn or Fn fragments. As shown in Fig. 1 (right),
P1F11 recognized the 38 kDa fragment but not the 58 kDa fragment or intact Fn.

1.2 —+— 33kDa 0,6 ——— 38 kDa
E —e—— 58 kDa —— 58kDa
- ~—m— Fp ——e— Fn
o
- 0,8 -
]
g
& 0.4 1
2
2 04
«

0,0 T bt § T 0.0 AJr

o1 1 1 10 100 01 K 1 10 100
PID4 Dilution (x 100) P1F1Y Dilution (x 100)

Figure 1. ELISA analysis of the reactivity of mAbs P3D4 and P1Fi1 with Fn and
the 58 kDa and 38 kDa fragments. Wells were coated with Fn (5 pg). 58 kDa
(21tg) or 38 kDa (1 pug) and incubated with the indicated dilutions of mAb P3D4
{left panel) or Pi1F11 (right panel). Quantitation of the reaction was done as
described in Materiais and Methods. Each determination was done in duplicate
and values represent the average of two different experiments.
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Figure 2. Western blot analysis of the reactivity of mAbs P3D4 and P1F11 with
Fn and fragments. Panels A and C: nitrocellulose membrana transfers of a 10%
acrylamide gel containing 80 kDa {lanes 1 and 4), 58 kDa (lanes 2 and 5), and 38
kDa (lanes 3 and 6} fragments. Membranes were stained with Coomassie blue
(left panel) or incubated with either P304 {1:200 dilution, A) or P1F11 (1:500
dilution, C) (right panel); blots were developed with a peroxidase-labeled goat
IgG anti-mouse |gs. Panels B and D: nitroceliulose membrane transfers of a 5%
acrylamide get containing Fn (lanes 1 and 3}, and 200 kDa+190 kDa fragments
{lanes 2 and 4). Membranes were stained with Coomassie blue {left) or incubated
with mAbs (right) P3D4 (B) or P1F11 (D) and developed as above.

The results obtained by ELISA were confirmad by Western blots analyses of Fn
and its fragments. As shown in Figure 2A, mAb P3D4 reacted with the 58 kDa
(lane 5) and 38 kDa {lane 6) fragments, but not with the 80 kDa fragment {lane 4).
P3D4 also reacted with intact Fn (Fig. 2B, lane 3) and with the two large tryptic
fragments of 200 and 190 kDa (Fig. 2B, lane 4). These results indicate that mAb
P3D4 recognizes an antigenic determinant common to both Hep Il-containing
fragments (58 and 38 kDa) and to both Fn chains (A and B). In contrast, mAb
P1F11 (Fig. 2C) reacted with the 38 kDa fragment {lane 6), but failed to recognize
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Figure 3. Effect of mAbs P3D4 and P1F11 on Ramos cell attachment to Fn or
fragments. Wells were coated with 38 kDa {0.15 ug/cm?}, 58 kDa (5 ng/cm?2), or

Fn (10 ug/cm2) and incubated with P3D4 or P1F11 supernatants for 30 min, prior
to adding the cells. Control wells (100% adhesion) are coated wells incubated
with an irrelevant hybridoma supernatant. Attached cells were quantitated as
previously described. Values are the average of three separate experiments.

the 58 kDa (lane 5) or 80 kDa (lane 4) fragments. These results clearly indicate
that P1F11 recognizes a site present exclusively on the 38 kDa fragment. Based
on molecular weights and speciticity of trypsin cleavage, it was previously
assumed that the 38 kDa and 58 kDa fragments are derived from the A and B
chains of Fn respectively (1-3). If this is correct, the antigenic site recognized by
P1F11 must be present in the A chain of Fn and absent from the B chain. To
confirm this, we tested the reactivity of mAb P1F11 with the 200 and 190 kDa
fragments. As shown in Figure 2D, P1F11 reacted with the190 kDa but not with
the 200 kDa fragment (lane 4). mAb P1F11 gave a very faint reaction with intact
Fn (lane 3), perhaps due to the relative molar quantity of the CS-1 segment in Fn
as compared to the 38 kDa fragment. Another possible explanation is that CS-1 is
not fully available when present in the intact molecule. Altogether these results
clearly show that mAb P1F11 raised against the synthetic peptide CS-1, is able to
recognize this site within the 38 kDa fragment and the A chain of Fn, and that the
58 kDa fragment lacks the CS-1 site and is derived from the B chain of Fn.

Functional properties of mAbs P3D4 and P1F11

We (1-3) and others (4, 7) have previously shown that the Hep Il domain
{contained in the 38 and 58 kDa fragmants) and the CS-1 segment (contained in
the 38 kDa fragment) of Fn support cell adhesion. We have also shown that the
38 kDa fragment is a more efficient substrate for lymphocyte attachment than the
58 kDa fragment (2, 3). The preceding results (Figs. 1-2) mapped the binding
sites of mAbs P3D4 and P1Fi1 to the Hep Il domain and the CS-1 site of Fn
respectively. To further evaluate the contribution of both sites to lymphocyte
attachment to Fn, we studied the adhesion of the B celi line Ramos to Fn and Fn
tragments in the presence of mAbs P3D4 and P1F11. As shown in Figure 3, mAb
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P3D4 efficiently inhibited (>95%) cell attachment to Fn or the 58 kDa fragment,
and produced substantial inhibition (70-80%) of adhesion to the 38 kDa fragment.
mAb P1F11 however produced only limited inhibition (10-20%) of adhesion to Fn
or 38 kDa fragment (Fig. 3). mAb P1F11 completely inhibited cell attachment to
the synthetic peptide CS-1 (not shown). incubation with both mAbs
simultaneously produced 95% inhibition of cell attachment to the 38 kDa
fragment (not shown). For comparison, a polycional antibody anti-38 kDa

fragment completely inhibited adhesion to Fn, 58 kDa and 38 kDa fragments (Fig.
3).

DISCUSSION

In this study we have obtained two new mAbs which recognize the Hep Il and
CS-1 sites in the carboxy-terminal region of Fn. We have used these mAbs to
clarify the origen of Fn fragments derived from this region; since these two sites
(Hep Il and CS-1) are involved in cell attachment, we have also studied the effect
of these mAbs on lymphocyte adhesion to Fn.

mAbs which specifically recognize the CS-1 site in Fn have not been previously
reported. Two research groups have successfully obtained polyclonal antibodies
to the |lICS region of Fn, using as immunogens a fusion protein containing a 95
amino acid residue stretch of I1ICS (8), or a synthetic peptide comprising the last
31 residues of |lICS (9). Both of these segments (95 and 31 residues) are outside
the CS-1 region studied here which comprises the first 25 amino acid residues ot
HICS (3, 5). The resuits obtained with mAb P1F11 clearly show that the 58 kDa
fragment is derived from the B chain of Fn. This was previously assumed (1-3, 7)
based on the molecular weight of fragments derived from this region of Fn but can
be definitely established now. Because the CS-1 segment is regulated by
alternative splicing mechanisms, the availability of mAb P1F11 may be very
useful to study the presence of the various Fn isoforms (with and without CS8-1} in
different tissues, particularly during de\félopment .

Although the precise site in Hep H recognized by mAb P3D4 was not mapped, the
fact that this mAb efficiently inhibits cell adhesion to both 58 kDa and 38 kDa
fragments and to Fn, suggests that the antigenic site recognized by P3D4 is
directly involved (or in close proximity) in cell attachment. The finding that P3D4 is
a good inhibitor of cell adhesion to the 38 kDa fragment was somewhat
surprising, since this fragment contains two adhesion promoting sites (Hep I and
CS-1) and CS-1 is apparently of higher affinity than Hep Il (1-3). It is interesting
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that mAb P1F11 (anti-CS-1) is a poor inhibitor of cell adhesion to the 38 kDa
fragment or Fn. An explanation for this is that P1F11 doas not bind native 38 kDa
fragment (or Fn) with sufficient affinity to block celi attachment. Alternatively,
P1F11 may bind to an epitope of CS-1 which is not directly involved in adhesion.
In this regard, splitting CS-1 into the previously described A13 and B12
subpeptides (3) abolishes further binding to P1F11 {E. A. Wayner, unpublished),
suggesting that the epitope recognized by this mAb is located in the middle of
CS-1. It was recently shown (10, 11) that the active adhesive sequence within
CS-1 is the tripeptide LDV located in the carboxy-terminal half of the peptide
(within B12). A more likely explanation for the lack of inhibition of mAb P1F11 is
that, contrary to the effect of P3D4, blocking CS-1 does not preclude cell binding
to Hep Il. The different functional praperties of mAbs P3D4 and P1F11 suggest
that the Hep !l and CS-1 sites, may act in a cooperative manner to promote
lymphocyte attachment to Fn. This suggestion is supported by the fact that both
regions interact with the same cell recaptor, the a4p1 integrin (1, 3). It is therefore
possible that interaction with Hep Il is the first step in the process of cell adhesion
to the carboxy-terminal region of Fn, and that this interaction regulates (and
strengthen) binding to CS-1. While this mechanism awaits confirmation, the
availability of the two novel mAbs described here would be very useful to fully
understand the molecular bases and reguiation of lymphocyte interaction with Fn.
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a481 Recognition of the Hep Il Domain of
Fibronectin Is Constitutive on Some Hemopoietic
Cells but Requires Activation on Others’

Paloma Sanchez-Aparicio,* Orlando C. Ferreira, Jr.,* and Angeles Garcia-Pardo**

*Unidad de Inmunologia, Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC, Madrid, Spain; and the 'Servigio de Hematologia e
Hemoterapia, Hospital Israelita Albert Einstein, Sao Paulo, Brazil

Asstract. Leukocyte adhesion to the carboxyl-terminal region of fibronectin, a major component of extracellular
matrices, involves recognition of the CS-1 site and the Hep I} domain. We have previously shown that cultured T
and B lymphoid cells constitutively attach via the a4 81 integrin to a 38-kDa fibronectin fragment that contains C5-1
and Hep |1, and to a 58-kDa fragment that contains Hep 11 only. In this report we have studied the adhesion of other
hemopoietic cells to the C5-1 and Hep Il regions of fibronectin. Cultured monocytic celis and peripheral blood T
lymphocytes constitutively bound to the 38-kDa fragment indicating that a4 81 was functional. These cells, however,
were unable to bind to the 58-kDa fragment. On lymphoid cells both frégments were shown to bind to very close
regions of a4f1 as indicated by the inhibition pattern of mAb to various a4 epitopes, and by the good inhibitory
capacity of soluble 38-kDa fragment on cell adhesion to 58-kDa fragment. These results suggested that a4f1 is
present on certain cell popuiations as a partially active form able to recognize the “high affinity” ligand CS-1 but
not the “low affinity” ligand Hep Il. Binding of monocytic cells and peripheral blood T lymphocytes to the Hep
Il domain could be induced by several agents: first, long (48-h) and shart {20-min) treatment with phorbol esters;
second, cell incubation with the divalent cation Mn?*; third, and most effective, cell incubation with the mAb
TS2/16, which is directed to the 81 integrin subunit. Binding to the 58-kDa fragment in all three cases was com-
pletely inhibited by mAb anti-a4, thus confirming the involvement of a4 81 in the recognition of the Hep | domain.
No major changes on a4f1 surface expression were observed after these treatments as determined by immunof-
luorescence analyses. Qur results indicate that hemopoietic cells may differentially bind the C5-1 and Hep !l ligands
in fibronectin depending on the activation state of a481, a fact that may be relevant for the migration and function
of leukocytes. Journal of Immunology, 1993, 150: 3506.

ymphocyte interactions with extracellular matrix
I components such as Fn’ are essential to their
proper migration and localization in lymphoid tis-
sues and inflammatory sites as well as to their function
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(reviewed in References 1 and 2). Lymphocyte attachment
to Fn is mediated by multiple adhesive sites located in the
central and carboxyl-terminal regions of Fn (3-7). The cen-
tral cell-binding domain contains the RGD sequence and
two synergistic sites that cooperate with RGD (8). The
carboxyl-terminal cell-binding region of Fn comprises the
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* Abbreviations used in this paper: Fo. fibronectin; HHCS, type Ill connecting
segmenl.
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Hep IT domain and the IIICS. The most active cell-binding
site within IIICS corresponds to residues 1-25 and is known
as CS-1 (9). -At least four distinct sites within the Hep I1
domain termed H1, FN-C/H I, FN-C/H 11, and FN-C/H 111
(see Fig. 1) have been shown to mediate adhesion of some
cell types, including murine and human melanoma cells to
Fn (10-12). It is not known whether lymphocytes recognize
any of these sequences in the Hep II domain.

We have previously shown that cultured T and B lym-
phoid cells efficiently attach to a 38-kDa fragment derived
from the A chain of Fn, which contains the Hep II domain
and part of IIICS including CS-1 (5~7, 13). Lymphoid cells
also constitutively attach to another fragment of 58 kDa
derived from the B chain of Fn, that contains the Hep II
domain but lacks I1ICS (5-7, 14). The lymphocyte receptor
that interacts with both fragments is the o431 integrin,
which binds CS-1 and sequences of the Hep II domain not
yet identified. A recent report (10) has shown that the H}
sequence of Fn constitutes a ligand for a4f1 in melanoma
cells.

Although cultured lymphoid cells constitutively attach to
the 58-kDa and 38-kDa fragments we have observed that
the contribution of the Hep II and CS-1 sites to cell at-
tachment may vary among different cell populations. This
is evidenced by the fact that the synthetic peptide CS-1
completely inhibits adhesion of the B cell line Ramos to Fn
or 38-kDa fragment (7}, but produces only partial inhibition
of attachment of T lymphoid cells to these substrata (5, 6).
Because both regions Hep II and CS-1 are ligands of 431,
these findings suggest that the preferential recognition of
either Hep Il or CS-1 may be regulated by the ligand itself
(the CS-1 sequence is regulated by alternative splicing and
it is not present in all Fn isoforms), andfor by the o481
receptor present at a particular cell population. In this re-
gard, it has been recently demonstrated that the constitutive
binding of 81 integrins to extracellular matrix proteins and
activated endothelium can be up-regulated by certain mAb
directed to the 81 subunit (15-18).

In this report we have extended our previous studies to
further understand the molecular mechanisms and the reg-
ulation of leukocyte interaction with the carboxyl-terminal
region of Fn. We show that monocytic cells and peripheral
blood T lymphocytes constitutively bind to the 38-kDa
fragment (CS-1) via a431, but are unable to attach to the
58-kDa fragment (Hep II}. Therefore, a41 on these cells
differs from the previously described a4f1 present on cul-
tured T and B cells, which constitutively binds Hep 1l and
CS-1 (5-7). We show that conversion to the fully activated
a4l with capacity to recognize Hep II can be achieved
by cell treatment with either PMA or the divalent cation
Mn?*. Furthermore, we show that recognition of the Hep
Il domain of Fn is regulated through the Bl subunit of
adfSl.
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Materials and Methods
Fn and Fn fragments

Human plasma Fn was the generous gift of Drs. B. Horow-
itz and R. Shulman (New York Blood Center, New York,
NY). The 38-kDa and 58-kDa fragments derived from the
A and B chains of Fn, respectively (see Fig. 1), were ob-
tained by trypsin digestion (1/200, 37°C, 90 min) and pu-
rified as previously described (5-7, 14). Purified 58-kDa
fragment was always analyzed by Western blotting with
mAb P1F11 (14) (see below) to confirm the absence of the
CS-1 sequence.

mAb

mAb PIFI1 reactive with the CS-1 sequence of Fn was
produced and characterized as reported (14). mAb to the o4
integrin subunit HP1/1 (epitope A), HP2/I (epitope Bl),
and HP2/4 {epitope B2) (19), and mAb Alex 1/4 and TS2/16
specific for the $1 subunit were obtained from Dr. Fran-
cisco Sdnchez-Madrid, Hospital de Ia Princesa, Madrid,
Spain. mAb B-5G10 (anti-ad, epitope C) (19) was obtained
from Dr. Martin Hemler (Dana Farber Cancer Institute,
Boston). mAb P1D6 (anti-a5) was obtained from Dr. Eliz-
abeth Wayner (University of Minnesota, Minneapolis,
MN). mAb HC 1/1 (anti-CD11¢) was obtained from Dr.
Carmelo Bernabeu {Centro de Investigaciones Bidlogicas,
Madrid, Spain).

Cells and cell culture

The human cell lines U-937, HL-60, and THP-1 (mono-
cytic), Ramos and CESS (B lymphoblastoid), and HUT-78
(T lymphoblastoid) were obtained from the American Type
Culture Collection (Rockville, MD}. Jurkat (T lymphoblas-
toid) and JY (B lymphoblastoid) cells were abtained from
Dr. C. Bernabeu. Cells were expanded in RPMI 1640, sup-
plemented with 10% heat-inactivated FCS (GIBCO, Mid-
dlesex, UK), 2 mM r-glutamine, 100 U/ml peniciliin (An-
tibidticos, Madrid, Spain), and 24 pg/ml gentamicin
(Llorente, Madrid, Spain}. THP-1 cells were grown in the
same medium supplemented with 50 uM 2-ME. In general,
4-day cultures were used for assays. For induction of dif-
ferentiation, U937 cells (5 X 10%ml) were transferred to
Teflon viats (Pierce, Rockford, IL) and incubated with 10
ng/ml of PMA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO} for 48
h. Effectiveness of PMA treatment was assessed by visual
examination of morphologic changes characterized by the
formation of cell aggregates, and by increased expression
of the CDllc Ag.

Peripheral blood lymphocytes and monocytes were ob-
tained from venous blood of normal voluntary donors
treated with sodium citrate. After Lymphoprep (Nycomed.
Oslo, Norway) density gradient centrifugation, peripheral
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mononuclear cells were depleted of adherent cells by in-
cubation in plastic flasks precoated with serum at 37°C for
2 h. T cells were purified by passage through a nylon wool
column. T cell-enriched population contained >90% CD3*
and <3% CD21"* and CDI1lc*. Adherent cells were har-
vested with HBSS containing 5 mM Na,;EDTA. The phe-
notype of the adherent population was >95% CD11b",
CD31%, and <1.9% CD3*,

Cell attachment assays

These assays were performed exactly as described (6, 7)
using flat bottom, 96-well Linbro plates (JCN Biomedicals,
High Wycombe, Bucks, UK) coated with appropriate con-
centrations of Fn or Fn fragments. The plates were washed
with PBS and incubated at 37°C with heated (85°C, 10 min)
1.5% BSA. After rinsing with PBS containing 0.9 mM
CaCl, and 0.5 mM MgCl,, 100 pl of a 5 to 6 X 10°/mi cell
suspension was added to each coated well and adhesion was
assessed after 30 min at 37°C. For T lymphocyte experi-
ments a 10%ml cell suspension was used. Nonadherent cells
were removed by two gentle washes with RPMI 1640 and
attached cells were fixed overnight with 1.25% glutaral-
dehyde, washed, and stained with (. 1% toluidine blue. Af-
ter 4 h at room temperature, the absorbance at 492 nm was
determined using an automatic microplate reader MRPA 4
(Eurogenetics Teffenderto, Belgium). For inhibition exper-
iments cells were incubated with appropriate mAb for 1 h
at 4°C before adding to the coated wells. Assays in the
presence of Mn?* were performed with cells previously
washed twice with 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM
MnCl,, 1 mM CaCl,, and the plates were washed with the
same solution. For anti-B1 mAb assays, cells were prein-
cubated with a 1/10 dilution of these mAb for 20 min at
37°C before the attachment assay.

Quantitation of cell attachment was done based on the
OD at 492 nm using calibration curves for each cell line or
T cells as described (15). OD was found to be a linear
function of the number of cells attached in the range 0.5 X
10° - 2.5 X 10* cells (with minor changes for each cell line)
and 3.2 X 10° - 2 X 10° for peripheral blood T lympho-
cytes. All assays were performed in triplicate.

Immunofluorescence analyses

Cells (5 X 10°) were incubated for 30 min at 4°C with 100
pi of culture supernatants containing the appropriate mAb.
Cells were washed twice with cold PBS containing 1% BSA
and resuspended in 100 pl of a 1/100 dilution of fiuorescein-
conjugated F(ab'), fragments of rabbit antibodies to mouse
IgG (Dakopatts, Glostrop, Denmark). After 30 min at 4°C
the cells were washed twice, resuspended in PBS, and an-
atyzed by flow cytometry on an EPICS-CS (Coulter Ci-
entifica, Mdstoles, Spain).

DIFFERENTIAL CELL RECOGNITION OF THE HEP Il DOMAIN OF FIBRONECTIN

- Hep Il g~ Fibll—
w H w oy E]—[HZI 58 kDa
el e g 38 kDa
12 13 14
\ \WAYA
Hi H1 t 1 Ccs1

FIGURE 1. Schematic drawing of the 58-k{Ja and 38-kDa
tryptic fragments of Fn used in this study. Types { and HI
homology repeats of Fn corresponding to these fragments are
indicated and numbered (31). The 58-kDa fragment is de-
rived from the 8 chain of Fn and contains the Hep Il and Fib
Il domains linked by a type Il homology unit that contains a
free sulfhydryl group (13, 14). The 38-kDa fragment is de-
rived from the A chain of Fn and contains the Hep It domain
and part of the 1HCS segment (13). The position of the known
adhesive sequences within Hep 11 and INCS is indicated {9,
10-12). C5-1 is only present on the 38-kDa fragment,
whereas H1, I, I, and lIl are commeon to both fragments.

Results
Fn fragments that contain the Hep Il domain

The Fn fragments of 58-kDa and 38-kDa used in this study
(Fig. 1) have been previously described (5-7). Both frag-
ments contain the entire Hep Il domain of Fn and have
identical N-terminal amino acid sequence. The 38-kDa
fragment also contains the first 67-amino acid residues of
the [IICS region, inciuding the CS-1 site (13), and is derived
from the A chain of Fn. The 58-kDa fragment lacks the
entire [1ICS region (14) and is therefore derived from the
B chain of Fn. Consequently, the 38-kDa fragment contains
two cell binding regions: Hep Il and CS-1; the 58-kDa
fragment contains only one: Hep II. The 58-kDa fragment
also comprises the Fib II domain of Fn (A. Garcia-Pardo,
unpublished observations) (Fig. 1). The position of the
known adhesive sequences within the Hep 11 domain of Fn
{9-12) is also shown in Figure 1.

Differential adhesion of lymphoid and monocytic
cells 1o the Hep It domain of Fn

We have previously reported that T and B lymphoid cells
and U937 monocytic cells efficiently attach to the 38-kDa
Fn fragment via the o4p1 integrin and that the CS-1 se-
quence of Fn is the primary ligand in this interaction (5-7,
20). However, T and B lymphocytes also recognize other
adhesive sites in the Hep II domain of Fn not yet identified
(5-7). In the present study we attempted to further clarify
the interaction of hemopoietic cells with both regions of Fn:
Hep Il and CS-1. Figure 2 shows the profiles of adhesion
of lymphoid and monocytic cells to the 38-kDa and 58-kDa
fragments of Fn. As can be observed and as previously
reported (5-7, 20), the T cell line HUT-78 (and Jurkat, not
shown), the B cell line Ramos (and JY, CESS, not shown)
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FIGURE 2, Attachment of lymphoid and monocytic cells to the 38-kDa (open circles) and 5B-kDa (closed circles) fibronectin
fragments. A, HUT-78 (T lymphoblastoid), 8 Ramos {B lymphoblastoid), and €, U937 (monocytic) cells. Microtiter weklls were
coated with 100 pi of the indicated concentration of either fragment and 5 X 10* cells were added. After 30 min at 37°C,
attached celis were stained and quantitated by OD as described in Materials and Methods. Each determination was done in
duplicate and values represent the means of three different experiments. Values on the ordinate indicate the percentage of cells
that remained attached after washing relative to the total input of cells (5 % 10%well) after subtracting blanks. Maximal
adhesion values of 40 to 50% in all three cases represent cel! saturation of wells.

and the monocytic cell line U937 (and THP-1, HL-60, not
shown) efficiently adhered to the 38-kDa fragment in a
dose-dependent manner. Ail T and B cell lines studied also
constitutively attached to the 58-kDa fragment, which lacks
the CS-1 site (shown in Figs. 24 and 28 for HUT-78 and
Ramos, respectively). In contrast, U237 monocytic cells
{and THP-1, HL-60, not shown), which constitutively at-
tached to the 38-kDa fragment (47% of cells bound at sat-
uration), were unable to bind to the 58-kDa fragment (Fig.
2C). The total number of HUT-78 cells attached at satu-
ration represented 49% and 42% of total cell input for 38-
kDa and 58-kDa fragments, respectively (Fig. 24). In the
case of Ramos, these values were 42% and 28%, respec-
tively (Fig. 2B). As shown in these figures and as previ-
ously reported (6, 7), the 38-kDa fragment was a more
efficient substrate for cell adhesion than the 58-kDa frag-
ment. This quantitative difference in the capacity to support
cell attachment as well as the lack of adhesion of monocytic
cells to the 58-kDa fragment (Fig. 2 C) were not caused by
a poorer adsorption of 58-kDa to plastic surfaces because
we have previously shown in quantitative experiments us-
ing H-labeled fragments that equivalent amounts of 38-
kDa and 58-kDa fragments bind to these plates (6, 7, 20).

Using two mAb directed o the a and B subunits, re-
spectively, of the c4B1 integrin, we (5, 7) and others (18)
previously showed that a481 could also function as the
receptor for the 58-kDa Fn fragment. To establish whether
the same 431 epitopes were involved in the recognition
of the 38-kDa and 58-kDa fragments, we performed at-
tachment assays in the presence of a panel of anti-a4 mAb.
As shown in Figure 34, mAb HPI/1, HP2/1, and HP2/4,
previously mapped to epitopes A, Bl, and B2 of the a4
subunit, respectively (19), inhibited Ramos cell adhesion
{and HUT-78, not shown) to the 58-kDa and 38-kDa frag-

ments with an identical pattern (Bl > B2 > A). These
results clearly show that the CS-1 site (38-kDa) and the Hep
II sites (58-kDa) interact with very close regions in a4f1.
This conclusion was further confirmed by the capacity of
soluble 38-kDa fragment to inhibit cell adhesion to 58-kDa
coated wells. As shown in Figure 3B, preincubation of
HUT-78 celis (and Ramos, not shown) with soluble 38-kDa
fragment resulted in 80% inhibition of attachment to the 58
kDa fragment. Cell preincubation with soluble 58-kDa
fragment had limited effect (30% inhibition) in agreement
with previous observations on the different binding affin-
ities of both fragments (5-7). Altogether these results sug-
gest that monocytic cells bear a partially functional form of
a4B1 which differs from that present in cultured lymphoid
cells in the ability to interact with Hep II in Fn.

Recognition of the Hep Il dornain of Fn is induced
after monocytic cell differentiation and activation

We have recently shown that differentiation of U937 cells
affects the constitutive binding of these celis to the 80-kDa
(RGD site} and 38-kDa (CS-1 site) fragments of Fn (21).
We now studied whether differentiated U937 cells acquired
the capacity to recognize the 58-kDa fragment (Hep II
sites). As shown in Figure 4, U937 cells that had been cul-
tured in the presence of low doses (10 ng/ml) of PMA for
48 h, specifically adhered to the 58-kDa fragment in a dose-
dependent manner. This result suggests that differentiation
of U937 cells is accompanied by the conversion of adf]
to a fully active form capable of interacting with the Hep
It domain. It can be argued that given the length of time
involved and the overall changes undergone by U937 cells
during differentiation (22), the contribution of other factors
that may affect the adhesion properties of these cells cannot
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FIGURE 3. Inhibition of cell adhesion to the 58-kDa fragment by mAb to a4 (A) or by soluble 38-kDa and 58-kDa fragments
{B). A, Ramos cells were incubated with anti-a4 mAb HP1/1 (epitope A), HP2/1 {(epitope B1}, or HPZ/4 (epitope B2) for 1 h at
4°C and added to wells coated with 38-kDa (1.2 ug/ml)-{open circles) or 58-kDa (19 pg/ml) (closed circles) fragments. B,
HUT-78 celis were incubated with the indicated concentrations of 38-kDa or 58-kDa fragment for 30 min at room temperature;
cells were added to 58-kDa-coated wells (19 pg/ml or 1.9 pgiwell). Attached cells in both experiments were quantitated as
described. Values are expressed as percentage of the number of cells attached in control wells (no inhibitor). The average
number of attached cells in control wells was: A, 6,000; B, 14,000.
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FSGURE 4. Effect of long (10 ng/ml, 48 h) (open squares)

and short (S0 ng/ml, 20 min) (closed circles) PMA treatment
on the adhesion of U937 cells to the 58-kDa fragment. Rest-
ing (closed squares) or PMA-treated U937 cells were added
to wells coated with 100 pl of the indicated concentrations of
58-kDa fragment. After 30-min incubation attached cells
were quantitated as described. Determinations were done in
duplicate and are the average of three separate experiments.
Values on the ordinate represent the percentage of attached
cells relative to the total cell input (5 X 10%welh,

be completely ruled out. To overcame these probiems, we
studied the effect of acute activation of U937 cells (without
induction of differentiation) on adhesion to the Hep II do-
main. As shown in Figure 4, treatment of U937 cells with
50 ng/ml of PMA for 20 min resulted in an even more
efficient attachment to the 58-kDa fragment. Similar pat-
terns of adhesion to the 58-kDa fragment were obtained for
HL-60 and THP-! cells (results not shown). These results

are in agreement with previous reports showing increased
lymphocyte adhesion to Fn after short term activation with
PMA (15, 16, 23, 24). U937 celi binding to the 58-kDa
fragment was mediated by the o431 integrin because it was
mhibited by mAb to the a4 subunit (not shown).

To establish whether PMA treatment affected the relative
pattern of expression of a4 epitopes A, Bl, B2, and C,
resting and PMA-treated U937 cells were analyzed by im-
munofluorescence using the panel of anti-a4 mAb men-
tioned above. As shown in Table I, there was a consistent
decrease in the expression of all four epitopes although no
major relative changes were observed among them. No
changes in a4f31 surface expression were detected after
short PMA treatment (not shown).

Recognition of the Hep Il domain of Fn by
monocytic cells is regulated through the 81 subunit

It was recently reported that the function of several 31
integrins including a4f1 and a531 can be up-regulated
through certain mAb specific for the $1 subuniut (15-18).
To study whether such mAb affected the interaction of
a4 31 with its Hep [T ligands, we performed cell attachment
assays to the 58-kDa fragment in the presence of two
anti-81 mAb, TS2/16 and Alex 1/4. As shown in Figure 5A.
preincubation of U937, THP-1. and HL-60 monocytic cells
with the activating mAb TS2/16 resulted in specific at-
tachment to the 58-kDa fragment. The level of cell attach-
ment to this concentration of 58-kDa fragment reached 16
10 20% of totat cell input and was similar to that obtained
after cell treatment with PMA (compare Fig. 54 with Fig.
4) with slight variations among the various cell lines. Cell
preincubation with the controt mAb Alex 1/4 had no effect
(Fig. 5A).
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Table I

Expression of a4 epitopes on resting and PMA-stimulated U937
cells

Mean Fluorescence Intensity

Antibody
U937 PMA-Li937
HP1/1 (A} 115.2 105.2
HP2/1 (B1) 107.8 94.1
HP2/4 (B2) 125.9 110.5
B-5G10 (C) 128.9 95.8
HC1/1 ({CD11¢) 34.2 63.0

mAb TS2/16 also enhanced the constitutive binding of
monocytic cells to the 38-kDa fragment and thus affected
the interaction of a481 with its two Fn ligands (Hep Il and
CS-1). As shown in Figure 58, resting THP-1, U937, and
HL-60 cells bound efficiently (16 to 20% of total cell input)
to 38-kDa fragment-coated wells. mAb TS2/16 enhanced
this constitutive binding by more than twofold to saturation
levels (40 1o 50% of total cell input), whereas the control
mAb Alex 1/4 had no effect (Fig. 5B). Interestingly, at the
equivalent molar concentrations shown in Figure 5 (0.6
nmol of 58-kDa and 0.5 nmol of 38-kDa fragment), the
induced level of adhesion to the 58-kDa fragment was sim-
ilar to the constitutive binding of the corresponding celi line
to the 38-kDa fragment (Figs. 54 and 58). The effect ex-
eried by mAb TS2/16 involved the a4 31 integrin because
preincubation with anti-a4 mAb HP2/1 completely inhib-
ited adhesion of all cells to the 58-kDa fragment (Fig. 6)
and to the 38-kDa fragment (not shown) whereas the
anti-a5 mAb P1D6 used as control had no inhibitory effect.

mAb TS52/16 induces recognition of the Hep Ii
domain by peripheral blood T lymphocytes

To establish whether the differential adhesion to the CS-1
and Hep I1 regions of Fn also occurred on other hemopotetic
cells besides those of monocytic lineage, we studied the
adhesion of T cells to the 38-kDa and 58-kDa fragments.
As shown in Figure 5A, freshly isolated T lymphocytes
were unable to attach to the 58-kDa fragment. These cells
however constitutively bound to the 38-kDa fragment (Fig.
5B) although not as efficiently as cultured lymphoid cells.
Preincubation with mAb T52/16 induced the specific at-
tachment of T lymphocytes to the 58-kDa fragment (Fig.
54) and enhanced by more than threefold their constitutive
binding to the 38-kDa fragment (Fig. 5B). As for monocytic
cells, the effect of mAb TS2/16 was completely blocked by
anti-a4 mAb HP2/1 (not shown). The constitutive binding
of the B cell line Ramos to the 58-kDa fragment was also
enhanced by mAb TS2/16 (not shown). Short treatment
with 50 ng/ml of PMA also induced specific binding of T
celis to the 58-kDa fragment (data not shown),

isn

The divalent cation Mn?* induces cell binding to the
Hep Il domain of Fn

It is now well established that integrin function can be mod-
ulated by divalent cations (2). In particular Mn?* has been
shown to enhance the affinity of the o581 integrin for its
ligand, the RGD sequence of Fn (25). In the present study
we tested the possibility that Mn?* could mimic the effect
of mAb TS2/16 and induce cell binding to the 58-kDa frag-
ment. As shown in Figure 5A. inclusion of Mn?* in the
attachment assays and prewashing the cells in the presence
of this cation resulted in specific adhesion of the three
monocytic cell lines tested to the 58-kDa fragment. Mn?™,
however, was not as efficient as mAb TS2/16 in inducing
monocytic cell binding to the Hep II sites and had minimal
effect on T cells (Fig. 54). As shown in Figure SB, Mn?*
also increased the constitutive binding of U337 cells to the
38-kDa fragment but had no significant effect on THP-1,
HL-60, or T cells, Mn?* did not affect cell binding to BSA-
coated surfaces thus confirming the specificity of the effect.
Treatment with Mn?* did not affect cell surface expression
of a4l as determined by immunofluorescence using
anti-o4 and anti-B1 mAb (data not shown).

Discussion

In this report we have extended our previous studies on
leukocyte adhesion to Fn and we show that 1) monocytic
ceils and peripheral blood T lymphocytes constitutively
recognize the CS-1 site present on the 38-kDa fragment of
Fn but are unable to bind to the 58-kDa fragment that con-
tains only the Hep II sites; 2) both 38-kDa and 58-kDa
fragments bind to very close regions of the o431 integrin;
3) a4f1 on these cells is therefore present as a partially
active or low avidity form that is able to interact with the
more active ligand CS-1 but not with the less active ligand
Hep I1; 4) binding to Hep I can be induced by cell reatment
with either PMA, the divalent cation Mn?* or, most ef-
fectively, with mAb T52/16 directed to the 31 integrin sub-
unit.

The three monocytic cell lines used in the present studies
failed to adhere to the 58-kDa fragment of Fn even at high
concentrations of >300 pg/ml, although they efficiently
bound to the 38-kDa fragment through the CS-1 site. This
confirms our preliminary results using U937 cells (20) and
may indicate that lymphoid and monocytic cells behave
differently with respect to the utilization of the various ad-
hesive sites in Fn. As we have previously shown, cultured
T and B lymphoid cells constitutively bind 1o both 38-kDa
and 58-kDa fragments of Fn although, on molar bases, the
38-kDa fragment was about threefold more effective than
the 58-kDa fragment in supporting cell adhesion (5-7). The
fact that freshly isolated peripheral blood T cells are also
unable to bind to the Hep 11 domain of Fn (this report)
suggests that the differential recognition of the Hep II do-
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FIGURE 6. Inhibition of mAb T5$2/16-induced monocytic

cell adhesion to the 58-kDa fragment by anti-a4 mAb. Rest-
ing U937, HL-6Q, and THP-1 ceils or cells previously incu-
bated with either mAb T52/16, mAb T$2/16 + HP2/1 (anti-
ad), or mAb TS2/16 + P1D6 (amti-a5) were added to 58-kDa
coated wells (38 pg/ml). After 30 min at 37°C attached cells
were quantitated as described. Values are the means of two
separate experiments and are expressed as percentage of total
cell input.

main may be determined by the activity of the o4f1 in-
tegrin receptor present on a particular cell population. The
existence of various states of activation in a4l is evi-
denced by the different patterns of adhesion observed even
among cells that constitutively bind both ligands. As shown
in the present report, the number of HUT-78 cells attached
at saturation is similar for both 38- and 58-kDa fragments
(49 and 42%, respectively), whereas in the case of Ramos
more cells (1.5-fold) attach at saturation to the 38-kDa frag-
ment than to the 58-kDa fragment when equivalent molar
concentrations are compared. Therefore, it appears to be a
“gradient of adhesion” to the Hep Il domain of Fn repre-
sented by cultured T cells, cultured B cells, and monocytic/
peripheral blood T cells, respectively. The different ability

to recognize Hep 11 is probably determined by the avidity
(high-intermediate-low) of the receptor present on those
cells. Consequently, the high/intermediate avidity form of
a4 81 would be able to bind “high” (CS-1) and “low™ (Hep
II) affinity ligands, whereas the low avidity form of 431
would bind only the stronger ligand CS-1. In this context,
an efficient cell adhesion will depend on the state of ac-
tivation of the receptor and on the availability and affinity
of the ligand. As we show in the present report, several
stimuli can convert the low avidity form of the receptor 1o
the intermediate/high avidity form thus further supporting
the above explanation on different activation forms of
adfl.

Changes in adhesion to Fn after cell differentiation have
been reported for several cell types including lymphocytes
(3, 23, 26). For U937 monocytic cells we have recently
shown that induction of the monocyte-like phenotype af-
fects cell attachment to the RGP and CS-1 sites of Fn (21 ).
The present results show that differentiated U937 cells also
acquire the ability to bind to the Hep 1l domain and this
correlates with a slight down-regulation of surface expres-
sion of o481, consistent with our previous report (21). The
most likely explanation for the recognition of Hep Il bv
PMA -treated U937 cells is the functional up-regulation of
adf31 after differentiation, as previously reported for this
and other 81 integrins on lymphocytes (23). We have at-
temmpted to further confirm these results by testing the ad-
hesion of freshly isolated peripheral bicod monocytes o the
58-kDa fragment. However, because of the high nonspe-
cific adherence of monocytles on these assays, it was not
possible to ascertain the specificity of the binding. The fuct
that short term activation of monocytic and T cells with
high doses of PMA induces cell binding to the Hep [ do-
main and is even more effective than long treatments.
strongly supports the explanation of the activation of a$31.

It is now well established that the functional activits of
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integrins can be modulated by several agents including
phorbol esters (23, 24, 27), specific ligands (28), and di-
valent cations (25, 29). Recent reports have shown that
certain mAb directed to the B1 subunit can increase the
avidity of B1 integrins for their ligands, presumably by
inducing a conformational change that leads to an activated
form of the receptor (15-18). The constitutive binding of
adB1 to two of its ligands, CS-1, and VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1) has been shown to be up-
regulated in this fashion. A recent report has shown that the
recognition of the tripeptide LDV, an active sequence de-
rived from C8§-1, also requires activation of a481 (18). In
the present study, we show for the first time that anti-81
mAb T§2/16 effectively induces binding of monocytic cells
and peripheral blood T lymphocytes to the Hep Il domain
of Fn, which was not previously recognized by resting cells.
These results suggest that activation of the appropriate re-
ceptor may be a useful way to study low affinity interac-
tions or novel ligands otherwise not detected.

A similar although less dramatic effect, was observed in
the presence of the divalent cation Mn?*, This cation has
been shown to increase the affinity of o581 and aVB3
integrins for their respective ligands (25, 29). Although
Mn?* induced some binding of peripheral blood T lym-
phocytes to the 58-kDa fragment, the effect was minimal
when compared with monocytic cells. This might indicate
that @481 on T lymphocytes requires a stronger stimulus
(PMA, anti-B1 mAb) for full activation. Such explanation
would be in accordance with the proposed existence of sev-
eral a4f1 activation forms among different cell popula-
tions. In spite of differences on the level of activation, it is
likely that both Mn** and TS2/16 mAb induce a confor-
mational change in o4 81 which increases the avidity for its
ligands and allows binding to the Hep II domain, However,
until this mechanism of o431 activation is confirmed, other
alternative explanations such as intracellular signaling
and/or receptor reorganization at the cell surface shouid
also be considered,

As we and others have shown, cell adhesion to the car-
boxyl terminal region of Fn is a complex process that in-
volves several adhesive sequences in the Hep Il domain and
tn the [IICS region of Fn (5-7, 9-12). Some of these se-
quences are ligands for the 41 integrin (5, 7, 10) and
some interact with proteoglycans (11, 12, 30) at the cell
surface. Although in the present report we did not identify
the specific sequences involved in cell aitachment to the
Hep Il domain, the finding that mAb to a4£1 can com-
pletely inhibit (100%) adhesion to the 58-ki}a (and 38-kDa)
fragment indicates that the predominant interaction of leu-
kocytes with the Hep Il and CSI sites in Fn is mediated by
the a4 81 integrin. This conclusion is further supported by
the results concerning the regulation of adhesion to these
sites through the 1 integrin subunit and the divalent cation
Mn?*. Regardless of the type of receptor involved, the ex-
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istence of two adhesive regions (Hep Il and CS-1) in close
proximity within Fn may suggest a functional cooperation
of the various active sites that results in a stable cell at-
tachment. A model depicting the contribution of adhesive
sites in Hep Il and IIICS, the o431 integrin, and proteagly-
cans has recently been proposed for melanoma cell adhe-
sion to Fn (12). Based on the different inhibiting capacity
of two mAb directed to the Hep II domain and the CS-1
sequence, respectively, we have recently postulated that
tymphocyte binding to Hep Il may serve to regulate and
strengthen binding to CS-1 (14). If this is the case, the
requirement for adf31 activation before binding of some
hemopoietic cells to the Hep 11 domain may providz a
mechanism for the regulation of leukocyte adhesion to Fn
in tissues and inflammatory sites.

The present results therefore add another level of com-
plexity to the already intricate process of cell adhesion to
the carboxyl-terminal region of Fn because we present ev-
idence for the existence of cell populations that constitu-
tively bind the CS-1 ligand but require further o431 acti-
vation to bind the Hep II ligand. The finding that certain
hemopoietic cells may differentially bind either one or two
ligands in Fn and that binding to both ligands is regulated
by the activation state of o431 supports the notion that cell
adhesion to the CS-1 orfand Hep 11 regions may deliver
different intracellular signals. On the other hand, the reg-
ulation {constitutive vs induced) of strong and weak inter-
actions of a4f31 with its ligands in Fn may have important
implications for the migration and function of lymphocytes
and monocytes, particularly because the CS-1 site is not
present in all Fn isoforms resulting from alternative splicing
mechanisms, thus providing another level of regulating cell
adhesion and migration and reinforcing the role of the
extracellular matrix on these processes.
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Activation of the o481 Integrin through the 81 Subunit Induces
Recognition of the RGDS Sequence in Fibronectin
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Abstract. Lymphocyte attachment to fibronectin is
mainly mediated by the interaction of o581 and adf1
integrins with the RGD and CS-1/Hep II sites, respec-
tively. We have recently shown that the anti-81 mAb
TS2/16 can convert the partly active o481 present on
certain hemopoietic cells that recognizes CS-1 but not
Hep I, to a high avidity form that binds both ligands.
In this report we have studied whether mAb TS2/16
also affects a481 ligand specificity. Incubation of the
B cell lines Ramos and Daudi (which lack «581) with
mAb TS2/16 induced specific attachment to an 80-kD
fragment which lacks CS-1 and Hep IT and contains
the RGD sequence. mAbs anti-a4 and the synthetic
peptides CS-1 and IDAPS inhibited adhesion to the
80-kD fragment thus implying o481 as the receptor
for this fragment. Interestingly, the synthetic peptide
GRGDSPC and a 15-kD peptic fibronectin fragment

containing the RGD sequence also inhibited B cell
adhesion to the 80-kD fragment. Because we have
previously shown that RGD peptides do not affect the
constitutive function of a481, we tested whether
TS2/16-activated 41 acquired the capacity to recog-
nize RGD. Indeed RGD peptides inhibited TS2/16-
treated B cell adhesion to a 38-kD fragment containing
CS-1 and Hep II but did not affect binding of un-
treated cells to this fragment. An anti-fibronectin mAb
reactive with an epitope on or near the RGD sequence
also efficiently inhibited cell adhesion to the 80-kD
fragment, indicating that the RGD sequence is a novel
adhesive ligand for activated o:481. These results em-
phasize the role of 41 as a receptor with different
ligand specificities according to the activation state, a
fact that may be important for lymphocyte migration,
localization, and function.

YMPHOCYTE interactions with fibronectin (Fn)! are im-
portant for their differentiation, migration, activa-

tion, and biological function (reviewed in 20, 46).

The specific sequences in Fn that mediate cell attachment are
located within two main regions of the molecule: the central
cell-binding domain contains the RGD site whichactsin syn-
ergy with at least two other regions within this domain (56).
The carboxy-terminal region of Fn comprises the Hep II do-
main and the IICS region. Within the Hep 1 domain the fol-
lowing sites have been shown to support melanoma cell
adhesion: H1 (35), FNC/H I, and FNC/H II (21, 31). Two
active sites have been identified within ITICS, namely CS-1
(residues 1-25) and CS-5 {residues 90-109) {19). Both CS-1
and CS-5 are regulated by alternative splicing and are not
present in all Fn isoforms. While CS-1 and the entire Hep
II domain clearly mediate lymphocyte adhesion to Fn (15,
16, 32) it is not known if these cells recognize the specific
sequences contained in Hi, FNC/H I, ENC/H 11, and CS-5.
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Lymphocytes interact with Fn mainly via two main receptors
which belong to the integrin family: the 581 integrin is the
receptor for the RGD and synergistic sites (42). The o481
integrin is the receptor for H1 (35), Hep II, and CS-1 (16,
18, 33, 52) and CS-5 (34).

The functional activity of most integrins can be regulated
intraceilularly by phorbol esters (45, 54) or by the cytoplas-
mic domain of some ¢ and 8 chains (22, 39) as well as ex-
tracellularly. Among these external factors certain mAb
directed to the 8 subunit have been shown to upreguiate the
function of most 81, B2, and B3 integrins (reviewed in 20).
These mAb most likely induce a conformational change on
the receptor which increases the affinity/avidity for is
ligands. Indeed, we and others have been able to measure
this increase in the affinity of @581 for an 80-kD Fn fragment
containing the RGD sequence (2) or for intact Fn (11). The
high avidity state can also be induced on solubilized inte-
grins and thus acquisition of the activated form is an intrinsic
property of the receptor (2, 6, 38). The existence of low and
high affinity interactions with the extracellular matrix mav
play a crucial role for the migration and localization of lym-
phocytes.

Using one of these activating anti-81 mAb (TS2/16), we
have recently shown that the o481 integrin also exist on sev-
era} states of activation among different hemopoietic cells
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(44). The more active form, present on cultured lymphoid
cells, was able to bind two fragments of 38 kD (contains
CS-1 and Hep II) (13) and 58 kD (contains Hep IT) (15-17)
derived from the A and B chains of Fn, respectively. The less
active form, present on monocytic cells and peripheral blood
T lymphocytes, bound only the 38-kD fragment and thus
recognized CS-1 but not Hep II. mAb TS2/16 converted this
o431 form to a more active one able to recognize both sites.
These previous observations therefore indicate that there are
cell populations which constitutively express a low or inter-
mediate avidity 41 form unable to recognize some of its
ligands. In view of these results it was conceivable that acti-
vation of the receptor would lead to the recognition of new
low affinity ligands not previously identified.

In the present report we have studied whether adB1 activa-
tion via the 51 subunit affects the ligand specificity of this
receptor. We show that a581-negative B lymphoid cells that
do not bind constitutively to the 80-kD Fn fragment,
efficiently attach to this fragment upon incubation with mAb
TS2/16. We have identified the-odf$1-integrin as the receptor
that mediates adhesion to the 80-kD fragment and we show
that the RGD sequence in Fn is a novel ligand for activated
odfil.

Materials and Methods

ECM Proteins, Fragments, and Synthetic Peptides

Human plasma Fn was the generous gift of Drs. B. Horowitz and R. Shulman
{New York Blood Center, New York), Fragments of 80, 58, 38, 31, and 29
kD (see Fig. 1) were obtained from tryptic digestions of Fn and purified ex-
acily as previously described (13-15). Purity of the 80-kD fragment was as-
sessed by SDS-PAGE, Western blots, ELISA, and NHz-terminal amino
acid sequencing. Amino acid sequence analyses were performed by Mr.
Javier Varela at the Protein Chemistry Laboratory, Centro de Investiga-
ciones Bioldgicas (Madrid, Spain), using a 477A lLiquid-phase sequencer
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). The 80-kD fragment was
cleaved with pepsin (1100 wiwt, 37°C, 1 h) as described (40). Peptic
digests were resolved by fast protein liguid chromatography (Pharmacia
LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) using & Mono Q ion exchange
column {Pharmacia LKB Biotechnology) equilibrated in 10 mM Tris pH
70, buffer (A). Bound fragments were cluted by applying a 45-min gradient
from 100% A to 40% A-60% B (10 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 70).
Characterization of peptic fragments was achieved by SDS-PAGE, Western
blots, ELISA, and NHj-terminal amino acid sequencing. Purified frag-
ments were dialyzed versus PBS and stored at ~70°C. The following syn-
thetic peptides were purchased from Bio-Synthesis D&1 (Madrid, Spain):
GRGDSPC and GRGES, containing sequences from the central cell-binding
domain; DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPSTC (CS-1), PSTVQKTPF-
VTHPGYDTGNGIQLPG (CS-2), and, CIQLPGTSGQQPSVGQQMIF-
BEHGFR (CS-3), containing sequences from the IICS region, and IDAPS
containing an active sequence present in the Hep I domain (35). Laminin
and coliagen type 1 were purchased from Sigma Chemical Co. (Saint
Louis, MO).

Monocional Antibodies

Fn-specific mAbs PIF11 (anti-CS-1) and P3D4 (anti-Hep II domain) were
produced as reported (17). mAbs N-295 and N-296 were originally pur-
chased from Mallinckrodt Specialty Chemicals (Maryland Heights, MO)
and are now available through Chemicon International, Inc. (MABI934 and
MABI935, respectively; Temecula, CA). mAb N-295 reacts with the 11-kD
fragment that contains the RGD sequence of fibronectin (40) and partially
inhibits cell adhesion (32). mAb N-296 reacts with a carboxy-terminal frag-
ment that contains the Fib II domain and dees not affect cell adhesion (32).
mAbs to the o integrin subunit HPVI (epitope A), HP2/1 (epitope Bl).
and mAbs Alex /4 and TS2/16 specific for the 81 subunit were obtained
from Dr. F. Sdnchez-Madrid (Hospital de la Princesa, Madrid, Spain).
mAbs PID6 (anti-a5) and PIBS (anti-a3) were obtained from Dr. E. A.
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‘Wayner (University of Minnesota, Minneapolis, MN). mAb LM609 (anti-
aVfi3) was obtained from Dr. D. Cheresh (Scripps Clinic, San Diego, CA).
mAb IIF$ (anti-n3) was obtained from Dr. M. Hemler (Dana Farber Can-
cer Institute, Boston, MA). mAb D3/ {anti-CD45) was obtained from Dr.
C. Bernabeu (Centro de Investigaciones Bidlogicas, Madrid, Spain).

Cells and Cell Culture

The human cell lines Daudi, RPMI 8866, JY (B lymphoblastoid), and K562
(erythroleukemia) were obtained from Drs. E Sénchez-Madrid and C. Ber-
naben, The melanoma cell line A375 was obtained from Dr. J. Teixidé
(Centro de Investigaciones BiolSgicas). The B celi line Ramos and the
monocytic cell line U937 were obtained from the American Type Culture
Collection (Rockville, MD}). Cells were cxpanded in RPMI 1640, sup-
plemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco, Middle-
sex, UK), 2 mM r-glutamine, 100 U/ml penicillin (Antibi6ticos, Madrid,
Spain), and 24 xg/ml gentamycin (Lloreate, Madrid, Spain). In general,
three/four-day cultures were used for assays.

Cell Attachment Assays

These assays were performed exactly as described (44) using flat botom,
high binding, 96-wel plates (Costar Corp., Cambridge, MA). Quantitation
of cell attachment was done by determining the absorbance at 620 nm on
a Multiskan Bichromatic plate reader (Labsystems, Helsinki, Finland) and
using calibration curves as described (44). Integrin activation through the
1 subunit was performed by incubating the cells with a 1:10 dilution of su-
pernatant containing anti-f1 mAbs for 15-20 min at 37°C prior to the at-
tachment assay. For inhibition experiments cells were incubated with anti-
integrin antibodics (15 min, 37°C) or synthetic peptides or fragments (30
min, room temperature) prior to adding to substrate-costed wells. Inhibi-
tion of cellular attachment by antibodies to Fn was determined after incuba-
tion of 80- or 38-kD-coated wells with 50 1 of appropriate antibody dilu-
tions for 30 min at room temperature; 50 ul of cell suspension was then
added and the assay continued as described above.

Immunofluorescence Analyses

Cells (S x 10) were incubated for 30 min at 4°C with 100 ul of culture
supernatants (1:2 dilution) or ascites (1:500 dilution) containing the appro-
prate mAb. Cells were washed twice with cold PBS-1% BSA and
resuspended in 100 pl of a 1100 dilution of fluorescein-conjugated F(ab);
fragments of rabbit antibodies to mouse IgG (Dakopatts, Glostrop, Den-
mark}). Afier 30 min at 4°C cells were washed twice, resuspended in PBS,

and analyzed by flow cytometry on an EPICS-CS (Coulter Cientifica,
Mdstoles, Spain).

ELISA Assays

These assays were performed as described (17) with the following
modifications to improve background: Fa fragments used for coating wells
were in 0.1 M sodium borate, pH 8.5 (instead of PBS); plates were washed
with 0.1% Tween 20 (instead of 005%); incubation with antibodies was
done at room temperature (instead of 37°C). Absorbance at 492 nm was
determined after 10 and 30 min using 2 microplate reader.

Results

Fibronectin Fragments That Contain

the Central (RGD-dependent) or Carboxy-terminal
(RGD-independent) Cell-binding Domains

The Fn tryptic fragments of 38 and 80 kD used in the pres-
ent study have been previously characterized and are sche-
matically shown in Fig. 1. The 38-kD fragment, derived
from the carboxy-terminal region of the A chain of Fn, con-
tains the Hep II domain and part of the INICS region includ-
ing the CS-I site (13, 15, 17). The 80-kD fragment, derived
from the central region of both chains of Fn, contains a low-
affinity heparin and DNA-binding domain, the RGD sequence
and the RGD-dependent synergistic sites (56). Both frag-
ments are contiguous in the Fn sequence.
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Figure 1. Schematic drawing of the 38- and 80-kD Fn tryptic frag-
ments uged in this study. Fibronectin type IIL homology repeats con-
tained in these fragments are indicated and numbered. The 80-kD
fragment contsins a DNA/heparin-binding domain and a cell-
binding domain composed of the RGD sequence and the synergistic
regions. The location of the peptic fragments 40/45 and 15 kD is
indicated. The 38-kD fragment is derived from the A chain of Fn
and contains the Hepll demain and part of the [1ICS region. The
location of the active sites within these regions is indicated. The
CS-5 site (see Introduction) is not contained in the 38-kD fragment.
Both fragments are contiguous in the Fn sequence.

Analysis of the 80-kD fragment rendered the NH;-ter-
minal sequence SDVPTS. Further characterization of this
fragment was achieved using two recently developed mAbs
with specificity for the Hep II (P3D4) and CS-1 (PiF11)
regions, respectively (17) as well as a commercial mAb
(N-295) which reacts with a site near the RGD sequence in
Fn (32). As shown in Fig. 2, using an ELISA assay, mAb
N-295 reacted strongly with the 80-kD fragment while
mAbs P3D4 and PIF11 were negative. These two mAbs also
failed to recognize the 80-kD fragment on Western blots
(17). mAbs P3D4 and PIFi1 did react with the 38-kD frag-
ment used as control while mAb N-295 did not (Fig. 2). Al-
together these results clearly show that the 80-kD fragment
contains the RGD sequence and that there are no contami-
nants containing the o481 ligands Hep II and CS8-1 in the
80-kD fragment preparation.
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Figure 2. ELISA analysis of the reactivity of mAb PiF11 (anti-CS-
1), P3D4 (anti-Hepll), and N-295 (anti-RGD) with purified 80- and
38-kD Fn fragments. Wells were coated with 80 (4 ug) or 38 kD
(2 ug) overnight and incubated with mAb PIF11 (no dilution),
P3D4 (1:5 dilution), or N-295 (1:250 dilution). Quantitation of the
reaction was done by measuring the absorbance at 492 nm. All de-
terminations were done in duplicates.
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Pepsin digestion of the 80-kD fragment rendered two frag-
ments of interest (Fig. 1): a 15-kD fragment that was positive
on Western blots and ELISA with mAb N-295 (not shown)
and thus contained the RGD sequence. The 15-kD fragment
had the NH,-terminal sequence: IGQQ (end of repeat
11-9); a 40/45-XD fragment that rendered two sequences:
VLV(R)WTPP (beginning at residue 18 in repeat III-5) and
IQVLRDGQ (end of repeat 111-6). The 40/45-kD fragment
did not react with mAb N-295 (not shown) and thus did not
contain the RGD sequence.

Adhesion of a58I-negative B Cell Lines
to the 80-kD Fn Fragment Following Incubation
with Anti-81 mAb TS2/16

The following experiments were undertaken to determine
whether mAb TS2/16 affects not only the affinity of the
receptor(s) but also its specificity thus resulting in the recog-
nition of novel ligands. To this purpose we performed attach-
ment assays using several Fn fragments not previously shown
to support B lymphoid cell adhesion. These include the 80-
kD fragment shown in Fig. 1 and two fragments of 29 and
31 kD derived from the amino- and carboxy-terminal regions
of Fn, respectively (not shown in Fig. 1). The varicus cell
populations used in these studies and their pattern of integrin
expression are listed in Table [. As can be observed none of
the four B cell lines studied expressed the a5 integrin subunit
on their surface in agreement with previous reports (5, 16,
47). As shown in Fig. 3, resting Ramos or Daudj cells or cells
incubated with the control anti-31 mAb Alexi/4 did not at-
tach to the 80-kD fragment. However, preincubation of
Ramos or Daudi cells with mAb TS2/16 resulted in a dose-
response attachment to the 80-kD fragment (Fig. 3). Incuba-
tion of Ramos cells with mAb TS2/16 always resulted in a
more efficient adhesion (60%) to the 80-kD fragment than
incubation of Daudi ceils (40%), a result consistent with the
higher 81 expression on Ramos cells (Table I}. The surface
expression of Sl integrins did not change upon treatment
with mAb TS2/16 (1, 2, and this report, not shown). mAb
TS82/16 did not induce binding of Ramos or Daudi cells to

60 Al | —o— sz B
| —8—  Alexlid

40

20
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86 kD fragment (pg/mi)

Figure 3. Adhesion of Ramos {4) and Daudi (B) B lymphoid cells
to the 80-kD fragment. Cells were preincubated with either mAb
Alex1/4 {closed circles) or mAb TS2/16 (open circles) and added
to wells coated with the indicated concentrations of 80-kD frag-
ment (5 X 10% cells/well). After 30 min at 37°C, attached cells
were stained with 0.1% toluidine blue and quantitated as described
in Materials and Methods. Each determination was done in dupli-
cate and values represent the average of three different experiments.
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Table 1. Expression of Integrin Subunits on the Cell
“Lires Studied

Mean fluorescence intensity

Cells Control a? al ad as aVE3 a1

Ramos 35 35 45 95 35 36 113
Daudi 40 ND 39 9 40 43 76
IY 49 48 47 103 46 1 51
RPMI 8866 43 43 42 107 41 61 50
K562 47 ND 45 46 I8 56 100
A375 43 £9 82 80 68 102 123

the 29- or 31-kD fragments at any of the concentrations
tested (not shown).

To confirm the specificity of the effect of mAb TS2/16 and
the involvement of 81 integrins on the recognition of the 80-
kD fragment, we studied the adhesion of the B cell lines JY
and RPMI 8866 to this fragment. These cells were chosen
because they do not express surface 81 integrin subunit (Ta-
ble I and reference 5, 47, 48). Instead JY and RPMI 8866
cells express an alternative § chain called 87, which is as-
sociated with the a4 subunit (5, 41). As shown in Fig. 4,
mAb TS2/16 did not induce adhesion of JY or RPMI 8866
cells to the 80-kD fragment. JY cells constitutively attached
to the 80-kD fragment and mAb TS2/16 did not affect this
constitutive binding (Fig. 4).

Effect of PMA on Adhesion of B Cells to the 80-kD
Fragment: Involvement of Two Different Receptors

To determine whether phorbol myristate acetate (PMA)
could reproduce the effect of mAb TS2/16, cells were in-
cubated with 50 ng/ml of PMA for 20 min and tested for
adhesion to 80-kD coated wells. As shown in Fig. 4, PMA
did not induce attachment of either Ramos or Daudi cells to
the 80-kD fragment while on the same experiment mAb
TS2/16 was an effective inducer (Fig. 4). PMA did not affect
either the constitutive adhesion of these cells to the 38-kD
fragment (not shown). In contrast to these results, PMA was
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Figure 4. Effect of PMA and mAb TS2/16 on the attachment of sev-
eral B cell lines to the 80-kD fragment. Cells were incubated with
either cell culture medium (resting), PMA (50 ng/ml), or mAb
TS2A16 (1:10 dilution of supernatant) for 15 min at 37°C and added
to 80-kD coated welis (38 pg/ml, 5 X 10* cells/well). After 30
min at 37°C, attached cells were quantitated as described. Values
are the average of three different experiments.
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an effective activator of JY and RPMI 8866 cells. As shown
in Fig. 4, PMA induced de novo adhesion of RPMI 8866
cells to the 80-kD fragment and increased the constitutive
binding of JY cells to this fragment. No changes on integrin
surface expression were detected after PMA treatment (not
shown).

These results suggested the involvement of two different B
cell receptors for the 80-kD fragment, one of them being
regulated by mAb TS2/16 and the other by PMA. It was re-
cently demonstrated that the V33 integrin functions as a
Fn receptor on some B lymphoid cells (48). To establish
whether aVB3 was the receptor for the 80-kD fragment on
JY and RPMI 8866 cells, we performed attachment assays
to this fragment in the presence of anti-aV83 mAb LM609.
In results not shown, mAb LM609 completely inhibited
(100%) the adhesion of resting JY and PMA-treated RPMI
8866 cells to the 80-kD fragment, and partially inhibited
(45%) the attachment of PMA-treated JY cells to this frag-
ment. These results therefore confirm the involvement of
V33 on adhesion of Bi-negative B cells to the 80-kD frag-
ment and suggest a role for yet another nonidentified recep-
tor on PMA-stimulated JY cells. mAb LM609 had no effect
on the adhesion of Ramos or Daudi cells to the BO-kD frag-
ment (Fig. 5) in agreement with the lack of expression of
a VA3 on these cells (Table ).

Identification of the a4f31 Integrin as a New Receptor
Jor the 80-kD Fragment

The preceding results clearly indicate that adhesion of Ra-
mos and Daudi cells to the 80-kD fragment is regulated
through the 81 subunit. To identify the receptor involved in
adhesion to this fragment, cell attachment assays were car-
ried out in the presence of several anti-integrin mAbs. As
shown in Fig. 5, two anti-o4 mAbs, HP2/1 and HPV1, in-
hibited TS2/16-treated Ramos (and TS2/16-treated Daudi,
not shown) cell adhesion to the 80-kD fragment. mAbs PID6

100 M Control
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Adhesion to lhe 80 kD fragment

Figure 5. Effect of several anti-integrin or control mAb on attach-
ment of TS2/16-treated Ramos celis to the 80-kD fragment. Cells
were incubated with mAb T$2/16 (15 min at 37°C) followed by in-
cubation with the indicated mAb for another 15 min. The dilutions
used were 1:10 for mAb used as culture supernatants (D3/9, PIDG,
HP2/1, and HPI/T) and 1:500 for those used as ascitic fluid (IIF5
and LM609). Cells (5 x 10*/well) were added to 80-kD coated
wells (38 ug/ml) and after 30 min at 37°C, attached cells were
quantitated as described. Values on the ordinate represent the per-
centage of attached cells relative to the number of celis on control
wells (TS2/16, no inhibitor}. Values are the means of two different
experiments.
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Figure 6. Inhibition of Ramos cell attachment to the 80-kD frag-
ment by synthetic peptides. Cells were incubated with mAb TS2/16
15 min at 37°C followed by 30-min incubation at room temperature
with the indicated dilutions of synthetic peptides. Cells (3 X
10¢/well) were added to B0-kD coated wells (19 ug/well) and at-
tached cells were quantitated after 30 min at 37°C. Values on the
ordinate are expressed as percentage of attached cells relative to the
aumber of cells on control wells {182/16, no inhibitor). Values are
the means of three different experiments.

(anti-a5), IIF5 (anti-a3), LM609 {(anti-o¥ 33}, or the con-
trol D3/9 (anti-CD45) had no effect on these assays (Fig. 5).

The effect of the synthetic peptides CS-1 and IDAPS on
TS2/16-treated Ramos cell adhesion to the 80-kD fragment
was also tested. As shown in Fig. 6, CS-1 or IDAPS peptides
produced a dose-dependent inhibition of cell attachment to
the 80-kD fragment, while the control peptides CS-2 (Fig.
6) and CS-3 (not shown) had no effect. Interestingly, the syn-
thetic peptide GRGDSPC was also completely inhibitory in
these assays while the control GRGES peptide had no effect
(Fig. 6). The calculated concentration (nM) of peptide re-
quired to produce 50% inhibition of cell attachment to the
80-kD fragment was 5.45 (CS8-1, 15 pg/ml), 104 (GRGDS-
PC, 80 pg/ml), and 400 (IDAPS, 220 pg/ml). Thus, CS-1
was the most effective inhibitor and the RGD-containing
peptide was a better inhibitor than the reported o481 ligand
IDAPS.

The RGD Seguence is a Ligand for TS2/16-activated
a4l Integrin

The above results therefore suggested that the conforma-
tional change induced in adff1 by mAb TS2/16 results in the
ability to recognize the RGD sequence. To prove this, we
tested the capacity of the GRGDSPC synthetic peptide to in-
hibit the adhesion of resting and T$2/i6-activated Ramos
cells to the 38-kD fragment. As shown in Fig. 7, resting
Ramos cell adhesion to the 38-kD fragment was not affected
(90% specific adhesion) by the GRGDSPC peptide (0.5
mg/ml) in agreement with our previous report (16). However
upon incubation with mAb TS82/16, the GRGDSPC peptide
(0.5 mg/ml) inhibited cell adhesion to the 38-kD fragment
by 50% (Fig. 7). As expected, the CS-1 peptide used as con-
trol was a good inhibitor in both cases. These results clearly
show that soluble RGD-containing peptides can effectively
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Figure 7. Effect of the GRGDSPC synthetic peptide on Ramos cell
attachment to the 38-kD fragment. Cells were cither untreated
(Resting) or treated with mAb TS2/16 (15 min, 37°C) and incubated
30 min at room temperature with 6.5 mg/ml of GRGDSPC or CS-1
peptides. Cells were added to wells coated with 0.8 ug/ml (Resting)
or 0.6 pug/ml (TS2/16 activated) of 38-kD fragment. The number of
cells on control wells (no inhibitor) were 35000 (Resting) and
29000 (TS2/16 treated). The number of attached cells relative to
control wells was quantitated as described. Values are the means
of two different experiments.

inhibit the function of activated o481 and that activated o481
(but not resting 431) acquires the capacity to recognize the
RGD sequence.

As shown in Table II, adhesion of TS2/16-treated Ramos
cells to the 80-kD fragment was also inhibited by soluble
80-, 38-, and 15-kD (RGD site) fragments. It was poorly in-
hibited by the 40/45-kD fragment (no RGD). Direct binding
to the 15-kD fragment however could not be demonstrated
probably due to the low affinity displayed by this fragment
when used as substrate. To further confirm that there was a
specific ligand for o481 within the 80-kD fragment, we car-
ried out cell attachment assays in the presence of a panel of
anti-Fn mAbs. As shown in Fig. 8, mAb N-295 which recog-
nizes an epitope near the RGD sequence, inhibited (80%)
Ramos cell adhesion to the 80-kD fragment while maAb
N-296 (anti-Fib O) and P3D4 (anti-Hep H) had no effect.
These results together with the data shown in Fig. 7, indi-
cate that a481 interaction with the 80-kD fragment is pri-
marily mediated by the RGD sequence. Because inhibition
by mAb N-295 was not complete (Fig. 8), a small contribu-
tion from other sites in the 80-kD fragment cannot be com-
pletely ruled out.

mAb TS2/16-induced Recognition of New Ligands May
Be Specific for Fn and for the «4(31 Integrin

We next tested whether mAb TS2/16 could induce the recog-

Table II. Effect of Fn Fragments on Adhesion of
TS2/16-treated Ramos Cells to the 80-kD Fragment

% Inhibition
80 kD Coating concentration 80 kD 38 kD 15kD 45kD 31 kD
pgiml 4.5+ 3 4.5 1.8 3
19 20 100 85 10 2
38 70 100 50 0 0

* Nanomoles of fragments used in the incubation mixture.
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Figure 8. Effect of anti-Fn antibodies on TS2/16-treated Ramos cell
adhesion to the 80-kD fragment. The indicated dilutions of N-295
(anti-RGD), P3D4 (anti-Hep IT), or N-296 (anti-Fib [ site, controf)
were added to 80-kD fragment coated wells (38ug/ml) and in-
cubated for 30 min at room temperatuare. Cells previously incubated
with mAb TS2/16 (15 min at 37°C) were added and attachment was
quantitated as described. Values are expressed as percentage rela-
tive to the number of celis on control wells (no inhibitor) and are
the average of two different experiments.

nition of other extracellular matrix (ECM) proteins not pre-
viously known to interact with aed81. To this purpose, we per-
formed cell attachment assays using collagen and laminin as
substrata, These two proteins are known ligands for other i1
integrins including 281, 381, and o681 (20). As shown
in Fig. 9, incubation of Ramos cells with mAb TS2/16 did
not result in adhesion to either laminin or collagen. Because
o431 is the main integrin expressed on Ramos cells (Table
I) these results indicate that mAb TS2/16 does not induce
adfi1 recognition of laminin or collagen. To confirm that it
was enough substrata on the plates to support cell attachment
we used the melanoma cell line A375 as control. A375 cells
express several 81 integrins (Table I) including the laminin
receptor 61 (1). As shown in Fig. 9, A375 cells constitu-
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Figure 9. Effect of mAb TS2/16 on cell adhesion to laminin and col-
lagen type 1. Ramos or control A375 melanoma cells were in-
cubated with mAb TS2/16 prior to adding to 80 kD (38 pg/ml),
laminin (LM, 150 ug/ml), or type [ collagen (COL, 150 pg/ml)
coated wells. After 30 min at 37°C attached cells were quantitated
as described. Values on the ordinate represent the number of at-
tached cells relative to the total cell input (5 x 10#/well) and are
the means of two different experiments.
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tively bound to the 80-kD fragment and showed low constitu-
tive binding to laminin and collagen. Preincubation with
mAb TS2/16 effectively increased A375 cell adhesion to all
three substrata (Fig. 9) in agreement with previous reports
(1. 2). This effect was not due to cross-linking of cells to
ECM proteins via the TS2/16 antibody because in control ex-
periments mAb TS2/16 did not bind to either Fn, laminin,
or collagen (results not shown). Increased adhesion of A375
cells to ECM proteins was rather due to the upregulation of
581, o281, and o681 integrins which are receptors for the
80-kD Fn fragment, collagen, and laminin, respectively (1,
2, 6). As expected, RPMI 8866 and JY cells, which lack g1,
did not bind to laminin or collagen in response to incubation
with mAb TS2/16 (not shown).

To determine whether the effect of mAb TS2/16 on «481
was also observed on other integrins such as o581, K562
cells were incubated with this mAb and tested for adhesion
to the 38-kD fragment. K562 cells do not express ad i1 (Ta-
ble I) and consequently they de not bind to the 38-kD frag-
ment constitutively. mAb TS2/16 did not induce adhesion of
K562 cells to the 38-kD fragment although this mAb effec-
tively enhanced their constitutive binding to the 80-kD frag-
ment via o581 (results not shown). Thus the capacity to
recognize new ligands upon activation via 1 may be an in-
trinsic property of the o481 integrin.

Discussion

The major conclusions of this report are: (@) a551-negative
human B lymphoid cells, which do not bind constitutively
to the 80-kD fragment of Fn, acquire the capacity to attach
to this fragment upon incubation with anti-S1 mAb TS2/16;
(b) the B lymphoid cell receptor that interacts with the 80-kD
fragment is the o481 integrin; (¢) the RGDS sequence is a
ligand for TS2/16-activated o451 integrin, this indicates that
the conformational change induced on «481 by mAb TS52/16
results in the ability to recognize RGD; and (d) o431 on B
lymphoid cells can be induced to recognize novel ligands in
Fn but not in lamirin or type I collagen.

Our previous work has definitely established that some B
lymphoid cells do not express the «581 integrin and are un-
able to attach to the 80-kD fragment containing the RGD site
(16). In the present study we show that incubation of the
o5f1-negative B cell lines Ramos and Daudi with anti-g1
mAb TS2/16 results in an efficient and specific attachment
to the 80-kD fragment. Qur results clearly show that adhe-
sion of B cells to the 80-kD fragment is mediated by the
a4f1 integrin. This was demonstrated by the ability of mAbs
anti-o4 and the synthetic peptides CS-1 and IDAPS to inhibit
cell attachment to the 80-kD fragment. Interestingly, the
GRGDSPC synthetic peptide was also a good inhibitor of
TS2/16-treated 481 function, We have conclusively shown
in previous work that the interaction of 451 with its ligands,
the 38- and 58-kD Fn fragments, is not affected by RGD-
containing peptides (12, 15, 16, 52). Consistent with this
Ramos (untreated or treated with a control mAb) cell at-
tachment to the 38-kD fragment was not affected by the
GRGDSPC peptide (this report, Fig. 7). As shown in the
present studies, the RGD sequence not only inhibited T52/
16-treated o431 function in soluble form but was also the
primary site that mediated attachment to the 80-kD frag-
ment, as suggested by the good inhibition attained by N-295
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mAb. However the contribution of other regions of the 80-
kD which may act synergistically with RGD cannot be com-
pletely disregarded.

In a previous report (34) Mould et al., showed that odf1-
mediated spreading of melanoma cells can be inhibited by
RGD synthetic peptides and that these peptides may elute the
a4B] integrin complex from a CS-1 affinity columa. In con-
trast with these findings, we did not observe adf1 recogni-
tion of RGD-synthetic peptides unless previous incubation of
B cells with mAb TS2/16. Although we cannot explain this
discrepancy with the avzilable data, it should be considered
that a direct comparison between the work by Mould et al.,
and ours is difficult because of the different cell types and
phenomena studied (spreading versus adhesion). Alterna-
tively, it is possible that the melanoma cells used in reference
34 bear a constitutively activated form of a481 sensitive to
RGD-containing peptides.

Several studies have shown that certzin anti-g1 mAbs en-
hance the function of some §1 integrins by inducing a confor-
mational change which resuits in an activated form of the
receptor with higher avidity/affinity for its ligands (1, 27, 49,
53). The activated form of the receptor may display broader
ligand specificity than the resting form. For example, 281
is a collagen receptor on platelets and fibroblasts and a colla-
gen and laminin receptor on other cell types (8, 23, 29). A
recent report has shown that, on the same cell, mAb TS2/16
can convert the partly active form of «281 which recog-
nizes only collagen to a fully active form that also binds
laminin (6).

We and others have recently shown that o481 also exists
in several states of activation among different hemopoietic
cells. Monocytic cells and PBL bear a partly active form of
o481 which recognizes CS-1 but not Hep II; mAb TS2/16
converted o431 to a more active form (constitutively present
on cultured lymphoid cells) able to recognize both ligands
in Fn (44). In another study that compares the binding to
C8-1 and vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), the
less active form of o481 bound only VCAM-1 while the
TS2/16-activated form bound VCAM-1 and CS-1 (30). The
phorbol ester PMA can also activate ad481 on U937 cells or
PBL (44). It is interesting that in the present studies PMA
did not induce Ramos or Daudi cell attachment to the 80-kD
fragment. PMA did not enhance either the constitutive bind-
ing of these cells to the 38-kD fragment thus suggesting that
the a4f31 form present on Ramos and Daudi cells cannot be
further activated by phorbol esters. A different regulation of
ad4f1 function by anti-81 mAbs and Ca** has already been
observed (30). It has also been reported that PMA has no (or
minimal) effect on the binding of o281 to collagen or lami-
nin while mAb TS2/16 was highly stimulatory (6). The fact
that mAb TS2/16 can also activate solubilized 81 integrins
{2, 6) is in accordance with the lack of requirement for an
intracellular activation pathway. These observations support
the existence of distinct mechanistic ways of regulating inte-
grin function. Because PMA does increase o481 function on
some cells, it is possible that the sensitivity to a particular
stimulus is determined by the activation state of the integrin
or by the cell type or both.

These previous studies have analyzed the effect of anti-g1
mAbs or PMA on the interaction of o431 with its already
identified ligands (CS-1, Hep II, and VCAM-I). Similarly,
although the study by Chan and Hemler (6) clearly shows
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changes in specificity according to the activation state of
a 281, there are cell populations that bind laminin or/and col-
lagen constitutively. The novelty of the present results is that
mAb TS2/16 induces binding to a region of Fn (80-kD frag-
ment} not previously identified as an o481 ligand. In fact,
the 80-kD fragment is a well described ligand for the o581
integrin and we have exteasively documented that the ¢onsti-
tutive function of od81 on leukocytes is RGD independent
{12, 15, 16, 52). The activated form of a4f31 described here
not only binds CS-1 and Hep II with high avidity, but also
recognizes RGD.

Although in general a single integrin binds several ligands,
adfi] can bind muitiple and apparently quite distinct se-
quences within the same or different molecules. Within Fn
the minimal sequences shown to be o4f1 ligands are LDV
(contained in CS-1 [26, 53]), REDV (contained in CS-5
[34]). and IDAPS (contained in H1 [35]). It has been pro-
posed that the common aspartate residue on these sequences
is important for a4} recognition (35). While this may be
true, it is clear that other sequences may also be specific
o481 ligands. There is indirect evidence that the FNC/H [
(YIKPGSPPREVVPRPRPGY) and FNC/H [T (KNNQKS-
EPLIGRKKT) peptides derived from the Hep II Fn domain
(31) may also interact with ad481 (21). All these sequences
(CS1, CS5, H1, FNC/H 1, and FNC/H II) are located in close
proximity within the type III-14 repeat and the contiguous
IICS region of Fn (see Fig, 1). Besides Fn, odf1 is also the
receptor for VCAM-1 (9), the bacterial protein invasin (10),
and thrombospondin (55). Although the cell-binding site(s)
for some of these proteins has not been identified, it seems
clear that the interaction of o481 with VCAM-1 does not in-
volve the LDV motif present on this protein (37, 51).

The present results show that the conformational change
induced in 431 through the 51 subunit allows recognition
of the Fn RGD sequence which is located in repeat III-10 and
thus distant from the previously described o481 ligands. In-
terestingly, Koivunen et al. (24, 25), using a phage display
library, have recently identified several cyclic synthetic pep-
tides which bind the a581 integrin and do not contain the
RGD motif. One of these peptides corresponds to the se-
quence STSDVGG which is homologous to the TVSDVFR
sequence present in repeat I11-10 of Fn. As noticed in that
report, there is also some degree of homology with
EILDVPST, a sequence present in CS-1 which we and others
have shown to be a high affinity ligand for e4B81 (16, 18, 33,
52). Although these authors did not show direct interaction
of a581 with either of the two homologous sequences pres-
ent in Fn, their work suggests that o581 has the potential to
recognize other ligands in Fn besides RGD. Our present
results are in agreement with a certain degree of overlapping
in ligand recognition by the 481 and «581 integrins. This
is also supported by another report that shows that a synthetic
cyclic peptide, distinct from RGD, can inhibit the function
of o431 and o561 integrins (36). While peptide cyclation
may provide an optimal ligand conformation for high affinity
interactions with either adf] or o581, it is clear from our
present study that mAb TS2/16 does not induce 581 bind-
ing to the CS-1 sequence of Fn. Therefore the ability to
recognize new ligands upon conformational activation may
be intrinsic to the o431 structure.

The present report therefore describes a novel role for
ad31 as a receptor for the RGD site in Fn. Because a531

7



is the classical receptor for this site we have attempted to
study the contribution of cedf1 to cell adhesion to the 80-kD
Fn fragment when both integrins are expressed together. In
experiments not shown, we tested whether anti-a4 mAbs
could partially inhibit the binding of TS2/16-treated U937
cells to the 80-kD fragment. However, because mAb TS2/16
also effectively upregulates the adhesion mediated by a531
(1, 2, and this study), we could not detect any inhibition with
mAbs anti-ced4. It is possible that when 581 and 41 are
present together, o581 function predominates over o481
function in mediating adhesion to Fn. In support of this, the
80-kD fragment or the GRGD synthetic peptide completely
inhibit U937 cell adhesion to Fn while the 38-kD fragment
or the CS-1 peptide produce partial or no inhibition {12).
These results do not rule out a cooperation of both receptors
for an efficient attachment to Fn as we have previously pro-
posed for T lymphoid cells (15). The results reported here
are obviously important for cells which express a4f1 as the
major surface integrin. These include B cells (16, 47), some
B cell progenitors (43), and probably some tumor cells, Fur-
thermore, there are reports showing different interactions
with Fn during pre-B cell development (3, 50). On cells that
express a581 besides odf1, properly activated o481 may
serve 1o cooperate with a581 or to functionally replace it
when o561 is already engaged.

1t is now well documented that integrins undergo transi-
tions among different states of activation (20) and that these
transitions are induced by several agents including some
mADbs as shown in the present report. The fact that the vari-
ous integrin activation forms are also found in vivo, as
clearly shown for o481 for example (28), suggests that ac-
tivating anti-81 mAbs (TS2/16 and others) are mimicking the
effect of physiclogical ligands not yet identified. On the other
hand, the multiplicity of sequences recognized by o481 must
have physiological relevance. For example, it may serve to
drive synergistic interactions with the receptor resulting in
high affinity binding. Such synergy has already been shown
for a581 interaction with the RGD sequence in Fn (56).
Similarly, activation of the platelet integrin oIIb83 with
thrombin results in recognition of an additional Fn region
(besides RGD) comprising part of homology repeats II1-9
and II-10 (4, see Fig. 1). An interesting possibility is that
some of the sequences that interact with a481 may regulate
a41 binding to other ligands, as already shown for ollbS3
(7). The o431 ligands described so far, including the RGD
site identified in this report, apparently bind to identical or
overlapping sites on ce41 because they are cross-inhibitory.
However, it seems possible that other not yet identified
ligands bind «d 1 with low affinity or at a different site, and
upregulate rather than inhibit the function of «d481. In sup-
port of this is the fact that two Fn sequences shown to interact
with ad 81, FNC/H I, and FNC/H I, do not (or slightly) in-
terfere with o451 adhesive function (21, 31). The phage dis-
play library approach used for identification of ligands for
581 (24, 25) may be a useful one to identify new potential
ligands for a4p81. This would also open the possibility of
using these modulatory sequences for therapeutic purposes.
Moreover, because the avidity of o481 for CS-1, Hep II, and
RGD is different, binding to each of these sites may have
different cellular consequences. Another implication of the
present study is that physiologically stimulated a481 may
play an important role for the recruitment of lymphocytes at
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inflammatory sites and tissues where Fn fragments contain-
ing CS-1, Hep I, or/and RGD are produced. While these
possibilities require further study, our results highlight the
role of o481 as a flexible receptor able to recognize multiple
ligands and support the importance of the extraceliular ma-
trix, particularly Fn, on lymphocyte development and
function.
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