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RESUMEN

El desarrollo tumoral y la metastasis son dos procesos que estan intimamente ligados al
desarrollo de la vasculatura. Al igual que cualquier 6rgano, los tumores necesitan crear
un sistema vascular que colme sus necesidades metabdlicas pero para poder desplegar
esta nueva red vascular requieren de la modificaciéon de la matriz extracelular (ECM,
extracelular matrix). La proteolisis de la ECM se lleva a cabo por un grupo de proteinas
con capacidad proteolitica llamadas metaloproteasas de la matriz. Esta familia de
proteasas se divide a su vez en tres familias denominadas MMPs, ADAMSs y
ADAMTSs. Dentro de la familia ADAMTSs, se ha descrito que el primero de sus
miembros es capaz de regular el desarrollo tumoral a través de un mecanismos que
influye en la formacién de nuevos vasos sanguineos. A su vez, se ha descrito que
ADAMTSI es necesario para uno de los procesos alternativos de vascularizaciéon

tumoral, el mimetismo vasculogénico.

En nuestro trabajo nos centramos en estudiar el papel de ADAMTSI como modulador
de la angiogénesis y, a su vez, como regulador del desarrollo vascular. Para ello
desarrollamos tumores singénicos mediante la inyecciéon de células de melanoma
murino B16F1 en una cepa de raton C57Bl/6 ADAMTS] KO. En este contexto
observamos que ADAMTSI actuaba como molécula antiangiogénica aunque promovia
el desarrollo tumoral. Esto se debe a que ADAMTS]1 disminuye el ntimero de vasos en
los tumores desarrollados en ratones ADAMTS1 WT pero promueve la maduracion de
éstos aumentando su tamafio y su funcionalidad. Posteriormente, tras la inhibicion de
ADAMTSI en las células tumorales pudimos comprobar que el efecto de que el
ADAMTSI derivado de los tumores tenia sobre el desarrollo de la vasculatura tumoral

era limitado o nulo.

Al mismo caracterizamos la capacidad de formacion de redes similares a endoteliales
por parte de las células BI6F1 y encontramos que ADAMTSI participa en la formacion

de estas redes, aunque de manera limitada.
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1. CANCER

ASPECTOS GENERALES

El cancer es un conjunto de enfermedades en el que células anormales proliferan de
manera descontrolada dando lugar a un tumor y pudiendo invadir otros 6rganos a
través de la sangre o del sistema linfatico en un proceso conocido como metastasis,
siendo ésta ultima la mayor causa de muerte por cancer (World Health Organization,
2014).

El crecimiento descontrolado y la posterior capacidad de invasiéon se producen por
cambios genéticos en una unica célula. Posteriormente los cambios son fijados en el
genoma celular y transmitidos a las células hijas, que irlan acumulando mutaciones,
dando lugar al crecimiento del tumor (Figura 1). Estos cambios son causados por
agentes ambientales, en un 90-95% de los casos mientras que el 5-10% de los restantes
tienen su origen en defectos genéticos hereditarios. Llama la atencién, a la par que
refuerza el hecho de que el cancer es una enfermedad mayormente ambiental, que las
poblaciones de inmigrantes padecen cancer en porcentajes similares a los que se pueden

encontrar en sus paises de acogida y no a la de sus paises de origen (Anand et al., 2008).

EVENTOS CLAVE EN EL DESARROLLO TUMORAL

El proceso de transformacién de célula normal a célula tumoral se da en varios pasos
durante el que pueden confluir factores genéticos personales (concretos de cada
individuo) y factores ambientales, citados anteriormente. En el afio 2000 Douglas
Hanahan y Robert A. Weinberg (Hanahan et al., 2000) recapitularon los datos
obtenidos en la investigacion del cancer de los 25 anos precedentes a modo de revision.
En ella exponian que el desarrollo de un tumor era un proceso que se llevaba a cabo en
diferentes etapas que reflejan, primeramente, una serie de alteraciones genéticas que
dan lugar a una progresiva transformacion de las células sanas en cancerigenas. No
obstante, la transformacion per se no es suficiente para el desarrollo de un tumor y la
posterior metastasis. Se necesitan ademas que ocurran otra serie de eventos que
permiten la supervivencia de las células tumorales dentro del organismo y que faciliten
la posterior invasion de otros érganos. En total son 6 las caracteristicas adquiridas que
Hanahan y Weinberg proponen en esta primera revision como comunes a la mayoria

de los tumores.



AUTORRENOVACION
®
DIFERENCIACION

2

CRECIMIENTO
CELULAR NORMAL

-
\ "> 1\14—/
# IME L0k
S TN
Mutacion "" v
MUERTE
CELULAR
<
n: AUTORRENOVACION
= o
) / “wirh mUERTE
- ® N  CELULAR
O 3k ne
— (,//4 <
Z  Mutacion A ESCAPE
L] MUERTE
§ Mot / CELULAR
= 7 ——
+
(@) Mutacion \ PROLIFERACION
2 "
' Mutacién
O v

Figura 1. Representacion esquematica del desarrollo tumoral



1. Autosuficiencia en sefales de crecimiento

La capacidad de una célula de reproducirse es el elemento basico de su supervivencia.
Para ello necesita tanto producir como recibir senales mitéticas que la hagan salir de un
estado quiescente. La secrecion de todas las moléculas que inducen la division celular,
llamadas factores de crecimiento (GFs), esta finamente controlada tanto a nivel
transcripcional como postraduccional, permitiendo la division de la célula en lo que se
conoce como ciclo celular. La correcta regulacion del ciclo celular es clave a la hora de
mantener la arquitectura y homeostasis tisular. Muchos de los mecanismos de accion de
las sefiales mitogénicas asi como el origen de cada una de ellas son, sin embargo, todavia

desconocidos.

Las mutaciones sufridas por las células tumorales les permiten desregular tanto los
mecanismos de producciéon de factores mitogénicos como el ciclo celular, pudiendo
mantener un crecimiento continuo a la par que desorganizado. Las células tumorales
son capaces de inducir los mecanimos promitoticos de manera auténoma dandose asi
una activacion autocrina de la mitosis. De la misma manera son capaces de activar otras
células del estroma tumoral para que secreten los factores de crecimiento que ellas
necesitan denominandose entonces esta activacion como paracrina (Witsch et al., 2010).
Uno de los mecanismos descritos para la activacion de la mitosis consiste en el aumento
del ntmero de receptores en la superficie de la célula. Esto conduce a una
hipersensibilidad de actividad celular ante una cantidad determinada de ligando.
Algunas mutaciones pueden desencadenar la activacién constitutiva de las rutas de
senalizaciéon en la célula y por tanto una activaciéon permanente de las cascadas de
sefializacion que llevan a la mitosis celular sin necesidad de la unién de ligando por

parte de los receptores.

Hemos de tener en cuenta, y sera motivo de estudio en este trabajo, que un amplio
nimero de los factores de crecimiento secretados por las células se unen a la matriz
extracelular (ECM, extracellular matrix), la cual regula su distribucion, activacion vy
presentacion (Hynes, 2009; Vaday and Lider, 2000). Por ejemplo, la biodisponibilidad
de mitégenos como FGF, VEGF, EGF, HGF y TGF-0 esta regulada por su interaccion
con componentes de la ECM (Hynes, 2009; Ishitsuka et al., 2009; Rahman et al., 2005;
Wijelath et al., 2006). La accion de las proteasas de la matriz extracelular es también
importante ya que son ellas las que modificando la ECM permiten la liberacion de los

factores de crecimiento (Whitelock et al., 1996).



2. Insensibilidad a las sefales que inhiben el crecimiento

De manera complementaria y como mecanismo de control existen en la célula
mecanismos de parada en la proliferacion. Las células tumorales han de escapar a todas
estas senales antiproliferacion para progresar. Entre ellas se incluyen inhibidores del
crecimiento tanto solubles como moléculas inmovilizadas en la ECM. Hablaremos mas
de la matriz extracelular como reservorio de senales antiproliferativas en un capitulo
posterior. Ademas, muchas de las rutas antiproliferacion estan controladas por genes
supresores de tumores. Los dos genes caracteristicos en la supresiéon tumoral son Rb y
p53. Estos pueden controlar la transcripciéon de genes implicados en el ciclo celular,
modificar el DNA para ser reparado ante dafios e inducir la senescencia y muerte
celular si no son capaces de controlar el dano en la cromatina. Se ha demostrado
extensamente que mutaciones o el dafio en estos genes son un elemento esencial para el
desarrollo de un gran nimero de tumores (Carvajal and Manfredi, 2013; Hollstein et

al., 1991; Macaluso et al., 2006; Morris and Dyson, 2001; Vousden and Lu, 2002)

3. Evasion de la muerta celular programada (apoptosis)

La apoptosis es un proceso en el que la célula media su propia muerte de manera
controlada activando una serie de mecanismos internos. Es un mecanismo que ocurre
de manera frecuente en el organismo, siendo especialmente relevante en el desarrollo
embrionario. Un claro ejemplo de este proceso es la eliminacion de las membranas

interdigitales en algunos mamiferos (Wood et al., 2000).

Actualmente se han descrito dos mecanismos de senalizaciéon que desencadenan la
apoptosis. Se conocen como via extrinseca o mediada por receptores y via intrinseca o
mitocondrial. Ambos mecanismos requieren de la activacion en cascada de una serie de
proteinas denominadas Caspasas. (Thornberry and Lazebnik, 1998). La activacion de
los mecanimos apoptoticos puede dar lugar a fragmentacion del DNA, degradacion del
citoesqueleto, pérdida de adhesion a las células vecinas, desmantelamiento de las
membranas y proteinas del nucleo, formaciéon de cuerpos apoptoticos, expresion de los
correspondientes ligandos para los receptores de células fagociticas y finalmente
fagocitosis por partes de estas células. Ademas, la apoptosis es necesaria para evitar la
iniciacién y el progreso tumoral tal y como se ha venido estudiando de manera muy

relevante en la dltima década (Evan and Vousden, 2001; Lowe et al., 2004). La



desregulacion de la apoptosis en los tumores, ademas de por la pérdida o mutacién de

P33, se da principalmente por tres factores:

1. un incremento en la expresion de factores antiapoptoticos, o por un incremento
de senales de supervivencia
2. desregulando la expresion de factores proapoptoticos

3. bloqueando los receptores que inician la via extrinseca

El amplio conocimiento de las rutas apoptoticas asi como el estudio y el descubrimiento
de las moléculas implicadas facilitan el desarrollo de terapias que rescaten o induzcan de

manera exacerbada y selectiva el fenotipo apoptoético en las células tumorales.

4. Potencial ilimitado de replicacion

Todas las capacidades expuestas hasta ahora demuestran que la célula tumoral consigue
desvincularse de los mecanismos de control de la replicaciéon de su microambiente.
Podria parecer que es suficiente con activar todos los mecanismos ya descritos para dar
lugar al desarrollo de un tumor pero no es asi. Las células tienen mecanismos intrinsecos
que impiden la replicaciéon indefinida tal y como se puede observar cuando se hacen
cultivos de células primarias, donde las células acaban entrando en senescencia y

finalmente mueren.

Adquirir la capacidad de replicarse de manera indefinida, también llamada
inmortalizacion, requiere de la puesta en marcha de mecanismos adicionales siendo el
mas significativo la activacién de la enzima telomerasa. Los telomeros son secuencias
repetitivas de DNA en el extremo de los cromosomas que actian a modo de “reloj
molecular”. Sirven para proteger al DNA de la degradacion tras las sucesivas rondas de
replicaciéon ya que las polimerasas son incapaces de replicar el genoma completo y en
cada division se pierde una porcion del extremo. La enzima telomerasa se encarga de
reponer este extremo en las células en las que se encuentra activada permitiendo un
mayor numero de rondas de replicacién y en el caso de las células tumorales la

replicacion indefinida.

Los células tumorales, por lo general, poseen telomeros mas cortos que el tejido

circundante normal, lo que ocasiona muerte celular en el tumor (Figura 2A). Sin



embargo el 90% de los tumores reactiva la expresion de telomerasa en algin momento
(Bryan and Cech, 1999). El rescate de la telomerasa implica un beneficio para las células
tumorales, que pueden desarrollarse a pesar de poseer una inestabilidad cromosémica
importante (Figura 2B). Es también importante resaltar que la mayoria de las células

metastaticas expresan telomerasa (Chin et al., 1999; Samper et al., 2001).
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mismo espacio de tiempo (Modificado de Blasco, 2005).

5. Angiogénesis sostenida

De la misma manera que los tejidos normales, los tumores necesitan un aporte de
nutrientes y oxigeno para su desarrollo. La angiogénesis es un proceso esencial en
reproduccion, desarrollo, y en reparacion de heridas. En condiciones normales, en el
organismo adulto, la anglogénesis estd completamente inhibida gracias al
mantenimiento constante de un balance entre factores proangiogénicos y
antiangiogénicos. El desarrollo de nuevos vasos se inicia solo cuando es estrictamente
necesario (Folkman and Shing, 1992a). Para desarrollarse, los tumores han de construir
toda una red vascular a su alrededor, por lo que podemos decir que el cancer y la
metastasis son dependientes de la vasculatura (Folkman, 1990). Actualmente no sélo no
se pone en duda el papel de la vasculatura en el desarrollo tumoral si no que se

considera un elemento clave para la progresion de las neoplasias. Ademas, la
10



vasculatura constituye uno de los elementos indispensables por los que se produce la
metastasis (Fidler and Ellis, 1994; Hanahan and Weinberg, 2011) y es ésta ultima la

causante de la muerte del 90% de los pacientes de cancer (Sporn, 1996).

Al ser la angiogénesis un proceso invasivo se necesita la degradacion y remodelamiento
de la ECM por proteasas, entre las que destacan las MMPs, ADAMs y ADAMTSs
(Egeblad and Werb, 2002; van Hinsbergh et al., 2006). Las funciones mas destacadas de
estas proteasas durante el desarrollo vascular engloban desde la degradacion de la
membrana basal de las células endoteliales, permitiendo su movilidad y division, hasta
la degradacion de la matriz extracelular en las zonas adyacentes para que tenga lugar la
elongaciéon de los nuevos vasos a partir de los ya existentes (van Hinsbergh and

Koolwijk, 2008).

Es por todo ésto que la angiogénesis y la funcion de la metaloproteasas a lo largo del
proceso han sido y son actualmente un importante campo de estudio con respecto al
cancer. Son también el tema de estudio de esta tesis y es por ello por lo que

desarrollaremos estos conceptos de manera mas amplia en los proximos capitulos.

6. Invasion de tejidos y metastasis

A medida que los tumores evolucionan hacia grados patologicos mayores tienden a
invadir tejidos cercanos. Esto es debido, mayormente, a la pérdida de moléculas de
adhesion a otras células y a la ECM siendo la pérdida de E-cadherina el ejemplo mas
estudiado (Berx and van Roy, 2009; Cavallaro and Christofori, 2004; Cavallaro et al.,
2006). La falta de adhesion propicia que las células cancerigenas puedan entrar en el
torrente sanguineo desplazandose entonces hasta 6rganos lejanos donde pueden formar
nuevas colonias y expandirse. Es lo que se conoce como metastasis, término utilizado

por primera vez por Jean Claude Récamier en 1829 (Récamier, 1829) (Figura 3).

Para desarrollar metastasis han de darse una serie de pasos secuenciales e
interconectados a la par que algunos eventos completamente aleatorios (Price et al.,
1986). En esencia, se puede resumir que los eventos que han de ocurrir para que se
origine una metastasis son, primero que todo, el desarrollo de una red vascular
alrededor del tumor primario. Posteriormente las células metastaticas han de ser

capaces de escapar del sistema inmune e invadir las vénulas y vasos linfaticos mas
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pequenos que son los que ofrecen una menor resistencia al tener membranas basales
mas delgadas en un proceso conocido como transmigracion endotelial (TEM,
transendothelial migration). Durante la TEM las células tumorales secretan principalmente
TGF- y VEGF, los cuales reducen la permeabilidad vascular. Es en esta pérdida de
permeabilidad del endotelio déonde se ven implicadas muchas moléculas como
selectinas, integrinas, cadherinas, CD44 y receptores de la superfamilia de las
inmunoglobulinas asi como sus respectivos ligandos (Reymond et al., 2013). Una vez
producida la intravasacion, el siguiente paso consiste en la pérdida de adhesion al
endotelio por parte de la célula tumoral. Es entonces cuando las células que han
sobrevivido al estrés del torrente sanguineo se adhieren a una nueva vasculatura, para

posteriormente extravasar al nuevo érgano.
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Finalmente la célula tumoral ha de adaptarse a un nuevo microambiente y proliferar,
pudiendo repetir todo este proceso y dar lugar a nuevas metastasis (Figura 3) (Fidler,
1990; Talmadge and Fidler, 2010). Es importante resaltar que cada uno de los pasos
descritos limita estrictamente el desarrollo de los pasos posteriores, es decir, si no se da

uno no ocurriran los siguientes.

La metastasis es un proceso altamente ineficiente. A pesar de ello, basta un namero
minimo de células para iniciar un proceso neoplasico. En un experimento vieron que
tras la inyeccion intravenosa de células de melanoma murino B16 marcadas
radiactivamente, después de 24 horas en la circulacion, sélo un 0.1% 6 menos eran
viables. Ademés menos del 0.01% consiguieron producir metastasis en el pulmoéon
(Chambers et al., 2002; Fidler, 1970). En otros modelos experimentales de metastasis
dirigida a higado y pulmén se corrobord esta alta ineficiencia a la hora de producir
nuevos focos tumorales por parte de las células cancerigenas (Cameron et al., 2000;

Luzzi et al., 1998).

Ya en 1889 Paget, tras unas primeras observaciones, intent6 explicar este hecho. Se
debe principalmente a que sélo un grupo reducido de células tumorales a las que se
denomina “seed” (semilla) son capaces de cumplir con todos los requisitos necesarios
para metastatizar, mencionados anteriormente. Ademas, se ha visto que la metastasis
tiene lugar en 6rganos o microambientes de caracteristicas concretas denominados “soi/”
(tierra) (Paget, 1889). Es, por tanto, correcto decir que la metastasis s6lo ocurre si las

caracteristicas de la célula son compatibles con el nuevo microambiente que encuentra.

En 1980 Hart et al. llevaron a cabo una serie de experimentos parabioticos en los que se
hacian injertos de tejidos de manera ectopica. En estos estudios utilizaron células de
melanoma B16 inyectadas de manera intravenosa en ratones singénicos C57Bl/6. Entre
sus resultados encontraron que las células de melanoma causaban metastasis en los
pulmones y en los tejidos ectopicos de pulmén y ovario que habian implantado
intramuscularmente. Por el contrario no encontraron metastasis en el tejido renal,
también implantado en la misma zona, ni en los rifiones. Esto demuestra que el
desarrollo de metastasis viene determinado por la predisposicion de las células
metastaticas de implantarse en un tipo de tejido y no solamente por una distribucién
aleatoria de las células tumorales tras su viaje por el torrente sanguineo (Hart and

Fidler, 1980).
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Actualmente, sabemos ademas que la vasculatura juega un papel muy relevante en la
metastasis ya que se ha comprobado que la vasculatura expresa diferentes receptores
celulares y factores de crecimiento en los distintos 6rganos lo que permitiria la TEM de
unas células tumorales y no de otras (Pasqualini and Ruoslahti, 1996; Uehara et al.,
2003). Ademas se ha descrito que la vasculatura tumoral es capaz de expresar
metaloproteinasas las cuales son capaces de influir en el desarrollo metastatico,
principalmente facilitando la salida de la circulacion de las células tumorales (Chambers
and Matrisian, 1997; Frohlich et al., 2013; Koop et al., 1994; Wylie et al., 1999). La
vasculatura tumoral es, ademas, defectuosa ya que es aberrante, tortuosa y altamente

hemorragica facilitando asi el escape de las células tumorales al torrente sanguineo.

Otros estudios han demostrado que los distintos tipos celulares presentes en el
microambiente facilitan el desarrollo de metastasis. Por ejemplo, nada mas exponerse al
torrente sanguineo las células tumorales expresan trombina lo que hace que las
plaquetas coagulen a su alrededor y actien a modo de escudo protegiéndolas del ataque
de las células inflamatorias (Gil-Bernabé et al., 2013). La disminucion de las plaquetas
llega a inhibir la metastasis en algunos modelos de ratén (Camerer et al., 2004;
Karpatkin et al., 1988). Igualmente se ha demostrado que leucocitos, macrofagos,
monocitos y neutrofilos, entre otras, promueven la extravasaciéon y facilitan el
establecimiento de los nichos metastaticos mediante el aumento de la expresion en la

membrana celular de moléculas de adhesion y la secrecion de citoquinas como I1-8 6

VEGTF derivado de monocitos (Reymond et al., 2013).

Todo esto sugiere claramente que el microentorno participa tanto en el desarrollo de la
metastasis como en el desarrollo del tumor primario, no dependiendo el progreso

neoplasico exclusivamente de la fisiologia de la célula tumoral.

Caracteristicas emergentes promotoras del desarrollo tumoral

Recientemente se han propuesto otras serie de caracteristicas adicionales a las ya
mencionadas. No obstante, estas nuevas propiedades no serian limitantes para el
desarrollo tumoral en el mismo grado que las anteriores. Mas bien constituyen un apoyo
para el desarrollo del tumor funcionando conjuntamente con las cualidades principales

(Hanahan and Weinberg, 2011). La principal es el desarrollo de inestabilidad genémica
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la cual permite una alta tasa de mutaciéon en los tumores pudiendo éstos adaptarse a
nuevos ambientes desfavorables rapidamente. El estado inflamatorio del tumor también
juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad ya que las células del
sistema inmune secretan una gran variedad de factores de crecimiento que acabarian
participando en proliferacion, supervivencia, invasiéon y metastasis. También son
capaces de secretar enzimas que degradan la ECM facilitando asi el desarrollo de
angiogénesis (DeNardo et al., 2010). Por otra parte, otra caracteristica consiste en la
desregulacion del metabolismo celular la cual se hace necesaria a medida que los
tumores soportan una mayor tasa de division celular. Para producir mayor cantidad de
energia las células tumorales viran hacia un metabolismo anaerobio aun en condiciones
de oxigeno. Reducen piruvato a lactato, que es mas ineficiente en términos energéticos,
ademas de que acidifica el medio, pero es mucho mas rapido que la activaciéon de la
cadena transportadora de electrones. Este efecto se conoce como “metabolic switch”y fue
descrito por Warburg et al. (Wargurg, 1956). Finalmente las células tumorales

necesitarian evitar la vigilancia y su destruccion por parte del sistema inmune.

Todos estos apartados nos describen una situaciéon poco comun si la comparamos con la
mayoria de las enfermedades donde por lo general existe un agente causal que si se
elimina o neutraliza se consigue detener la enfermedad. En el cancer, sin embargo, hay
una serie de elementos, que hemos descrito, que sin ser en su mayoria causa directa
contribuyen al mantenimiento y la propagacién de la enfermedad. Intentar buscar una
cura requerira del abordaje de todos ellos, al menos de forma parcial. Por ello, se hace
necesario conocer los procesos anteriormente descritos mas en profundidad pero sobre
todo se hace indispensable estudiar la relacion entre todos estos procesos y su

comportamiento como un ecosistema que interactia y evoluciona.

ACTUALIZACION DEL CONCEPTO DE TUMOR:
PROTAGONISMO DEL MICROAMBIENTE TUMORAL

El estudio del cancer en las tltimas décadas ha provocado una evolucion evidente del
concepto de tumor que teniamos hasta la fecha. Las primeras investigaciones se
centraban en conocer la fisiologia de la célula tumoral. Se pensaba que asi se
conseguiria entender el comportamiento de los tumores. Todos los conocimientos

expuestos hasta ahora muestran claramente que para conocer como funciona y se
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desarrolla un tumor hay que estudiar un conjunto de componentes accesorios que
acaban permitiendo la conformaciéon del tumor. Esta situacion ha hecho que cambie la
manera de concebir el tumor tal y como se entendia hasta la fecha. Pasa de ser un
cumulo de células tumorales, todas ellas con las mismas caracteristicas, a verse como un
microambiente donde varios tipos celulares, junto con factores solubles y componentes
de la ECM juegan cada uno un papel especifico que permite el desarrollo del tumor
(Hanahan and Weinberg, 2011). Es lo que se conoce como microambiente tumoral
(TME, tumor microenvironment). Adicionalmente, se ha descrito que no todas las células
tumorales presentan las mismas caracteristicas sino que existe una heterogeneidad
tumoral lo que facilita el desarrollo del tumor al permitirle hacer frente a situaciones

adversas (hipoxia, falta de nutrientes, quimioterapia) mas facilmente (Figura 4).

Célula madre del cancer (CSC)

Fibroblastos asociados al cancer y \ ; N
s .
(CAFs) ~—— Célula tumoral

Células endoteliales
(ECs) . : )
Células inflamatorias

(ICs)

Pericitos (PCs)

Células progenitoras
y derivadas de la
médula 6sea

6660
Vi
,—49.

Célula tumoral invasiva

Microambiente del tumor Microambiente Mlcroampl_ente
primario invasivo metastatico

Figura 4. Modelo heterotipico del cancer. Representacion esquematica del microambiente

tumoral (Modificado de Hanahan and Weinberg, 2011).

El TME es un entorno cambiante, en constante remodelaciéon debido a los desérdenes
metabdlicos que se suceden en el tumor y al reclutamiento de células estromales,
especialmente fibroblastos asociados al cancer (CAYs, cancer-associated fibroblasts),
macrofagos asociados al cancer (TAMs, tumor-associated macrophages) y células endoteliales,

entre otras. Por ejemplo, fibroblastos y miofibroblastos facilitan la tumorogénesis
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promoviendo el desarrollo angiogénico asi como la proliferacion, supervivencia,
invasion y metastaticidad de las células tumorales epiteliales (Hu and Polyak, 2008). Por
otra parte, se ha descrito que las células derivadas de la médula 6sea colonizan algunos
tejidos antes de la llegada de las células tumorales, estableciendo un nicho

premetastatico que facilita el desarrollo de la metastasis (Kaplan et al., 2005, 2007).

En definitiva, los cambios que se producen en el microambiente tumoral funcionan de
manera sinérgica permitiendo tanto la iniciacién del tumor, como su posterior
proliferacion y la metastasis (Balkwill et al., 2012). Se hace por tanto necesario estudiar
los distintos tipos celulares que componen el TME. En el caso que nos ocupa, nos
interesa como el endotelio es capaz de modificar el TME para promover el desarrollo

tumoral.

Endotelio y microambiente tumoral

De manera fisiologica, un microambiente especifico es fundamental incluso para
modificar la arquitectura vascular mediante la secrecion de citoquinas y factores de
crecimiento propias de cada entorno. El ejemplo mas claro lo encontramos en la
barrera hematoencefilica donde las células endoteliales presentan un nivel mucho
mayor de adhesion entre ellas. En el caso del tumor, las células endoteliales expresan
distintos receptores de membrana y son fenotipicamente diferentes (Auerbach, 1991).
Hay que resaltar que algunas integrinas, moléculas de adhesion a la matriz extracelular,
se sobreexpresan en el endotelio ante la presencia de determinados factores de
crecimiento producidos por el tumor. Un ejemplo claro es la integrina o3 que es
sobreexpresada en células endoteliales en tumores de mama, colon, pulmoén, pancreas,

neuroblastoma y melanoma (Jung et al., 2002).

En cuanto a la contribucién de las células tumorales se ha demostrado, por ejemplo, que
células de melanoma expresan IL-8 induciendo la proliferaciéon, migraciéon e invasion
por parte de las células endoteliales (Singh et al., 1994a). La situacién de hipoxia que
podemos encontrar en algunas regiones del microambiente tumoral también inducen la
produccién de IL-8 ademas de otros factores de crecimiento como la angiogenina o, por
supuesto, el VEGF (Subarsky and Hill, 2003). De esta manera se ve aumentada la
activacion e invasion de las células endoteliales. El microambiente tumoral, ademas, no

solo determina qué factores de crecimiento se expresan sino también en que cantidad,

17



siendo este hecho muy relevante. Por ejemplo, el FGF-2 se expresa 20 veces mas en
células HRCC cuando éstas se implantan en rifiones que cuando se implantan en tejido

subcutaneo (Singh et al., 1994h).

Todo ésto nos indica que el microambiente condiciona la expresiéon de factores de
crecimiento por parte de las células tumorales y éstos a su vez, pueden modificar la

arquitectura vascular.

La matriz extracelular del TME también participa de manera activa en el desarrollo
tumoral. Los tumores presentan generalmente una mayor consistencia que el tejido sano
circundante principalmente debido a una mayor deposicion de proteinas de adhesion a
la matriz extracelular por parte de los CAFs (Balkwill et al., 2012). El cambio en la
disposicion de las fibras de colageno y su posterior entrecruzamiento con fibras de
elastina aumentan la rigidez de la ECM vy, por consiguiente, aumentan la consistencia
del tumor (Levental et al., 2009). En otras situaciones se ha descrito la imposibilidad por
parte de los CAFs de organizar las fibras de colageno de manera adecuada llegando
incluso a formar fibras de colageno curvadas en vez de planas y paralelas. La incorrecta
deposicion de la matriz conlleva una distribucion aberrante del endotelio tumoral y por
tanto una disminucion en el aporte de oxigeno, favoreciéndose una vez mas la situacion

de hipoxia (Hanahan and Coussens, 2012).

La interaccion entre microambiente tumoral y endotelio es reciproca. De esta manera,
se ha observado que las metaloproteasas de la matriz extracelular secretadas por el
endotelio se ven también implicadas en el desarrollo y establecimiento del nicho
tumoral mediante la protedlisis de substratos. Por ejemplo, ADAM17 produce el corte
proteolitico del Jagged-1 de células endoteliales. Una vez cortado se solubiliza y es
captado por los receptores Notch de células tumorales los cuales activan una cascada de
sefializacion que desencadenan caracteristicas de “cancer stem cell (CSC)” en las células
tumorales (Lu et al., 2013). La degradaciéon de colageno mediada por MMPs lleva a la
formacion de sitios de anclaje de integrinas como la ya mencionada o33 que permite la

formacion de nuevo endotelio (Weis and Cheresh, 2011)..
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2. ANGIOGENESIS

ASPECTOS GENERALES

La angiogénesis es un proceso fisiologico
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en el que se forman nuevos vasos
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conocido como vasculogénesis y es un

REGULADORES DE LA ANGIOGENESIS

Tabla 1.

angiogénesis. Igto : fragmento

Resumen de inductores e inhibidores de la

claro ejemplo de regulacion eficiente en
el desarrollo tisular ya que las EPCs se multiplican, diferencian a ECs, migran hacia
zonas lejanas, se adhieren a la matriz y forman fuertes uniones célula-célula. Ademas de
durante el desarrollo embrionario, se ha descrito que el reclutamiento de EPCs para

formar nuevos vasos se produce en algunas situaciones fisiologicas y en enfermedades

como el cancer (Adams and Alitalo, 2007; Potente et al., 2011).

En el organismo adulto la red vascular se mantiene generalmente en un estado de
quiescencia y s6lo en algunas situaciones fisiologicas, como la reparacion de heridas o el
ciclo de reproducciéon femenino, o en patoldgicas como el cancer se activa para dar
lugar a nuevos vasos (Hanahan and Folkman, 1996). El mantenimiento de la

19



vasculatura se produce por un balance constante entre factores pro-angiogénicos y anti-
angiogénicos (Tabla 1) (Liekens et al., 2001; Makrilia et al., 2009; Nyberg et al., 2005;
Ribatti, 2009; Yoo and Kwon, 2013). Ademas del cancer, algunas patologias como la
diabetes, la artritis reumatoide o enfermedades cardiovasculares muestran alteraciones
en el desarrollo vascular y en el equilibrio entre factores proangiogénicos y
antiangiogénicos (Hillen and Griffioen, 2007). Sélo cuando se necesita se activa el
proceso de formacion de nuevos vasos el cual ocurre de manera secuencial y ordenada.
A continuaciéon pasamos a describir brevemente los pasos que se dan en el proceso de

angiogénesis.

1. Activacién de las células endoteliales

Ante diversas situaciones tanto fisioloégicas como patoldgicas (como por ejemplo la
hipoxia o una herida) se produce la liberacion de factores pro-angiogénicos por parte de
las células del parénquima (Figura 5A). De entre todos estos factores de crecimiento
hay que destacar el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, vascular endotelial
growth factor), del cual hablaremos mas en detalle en el capitulo siguiente, por su alta
capacidad de inducir la angiogénesis. Una vez secretados los factores de crecimiento y
unidos a sus respectivos receptores, se produce una cascada de senalizaciéon que inducira
el cambio de polaridad en la célula endotelial, de basal a apical. Simultaneamente, la
uni6on de Ang-2 al receptor Tie2 desestabiliza las células endoteliales y favorece la
pérdida de adhesion a las células endoteliales adyacentes y a los pericitos (PCs) mediante
la degradacion de cadherinas, muy especialmente VE-cadherina (Augustin et al., 2009).
Al mismo tiempo, y para evitar la completa desestructuracién del vaso, la célula
activada secretara a las células vecinas moléculas que induzcan la quiescencia. Una vez
hecho ésto y para poder desplazarse, la célula endotelial necesita degradar la membrana
basal que rodea a los vasos por lo que iniciara la secrecién de proteasas de la matriz
extracelular (Herbert and Stainier, 2011). De entre todas las células endoteliales que
reciban estos estimulos s6lo una pequena proporciéon comenzaran la formacién de
nuevos vasos. La seleccion de las células que van a liderar el proceso de angiogénesis,
conocidas como “fip cells” (TCs, células de la punta) y “stalk cells” (SCs, células de rama),

esta regulada principalmente por la ruta DLL4-Notch (Adams and Alitalo, 2007).
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2. Desarrollo de las ramificaciones

Una vez activadas y terminada la degradacion de la membrana basal, las TCs emiten
filopodios y protrusiones del citoplasma para iniciar la migraciéon e invadir los tejidos
adyacentes guiadas por un gradiente de VEGF (Figura 5B). Las TCs son
principalmente invasivas y no proliferan. La invasion esta dirigida por muchas
moléculas entre las que encontramos las neuropilinas (NRP1 y NRP2) que se unen a
semaforinas y VEGFA165 ademas de efrinas y sus receptores. Todos ellos producen
repulsiéon o atracciéon de la célula endotelial modulando su desplazamiento. Ademas,
durante la invasion las TCs secretan PDGF-B que promueve el reclutamiento de
pericitos (Adams and Alitalo, 2007; Herbert and Stainier, 2011). Es en este momento
donde las SCs mantienen un perfil proliferativo y poco invasivo, generando uniones
fuertes con otras SCs y depositando nuevos componentes de la membrana basal para
asegurar la integridad del vaso en formacién y siendo ellas las células que finalmente
formaran la luz del vaso (Figura 35C). Tras el desplazamiento de las TCs se produce la
migracion de las SCs. Es importante mencionar que en este proceso tiene lugar una
transicion constante de fenotipo SCs a TCs entre las células endoteliales de manera
constante, ya que el ser SCs o TCs es transitorio y no un destino celular definitivo.

Cualquier célula endotelial puede funcionar como SCs o como TCs (Phng and

Gerhardt, 2009; Potente et al., 2011).

Durante la elongaciéon se necesita establecer una luz del vaso por donde circulara la
sangre. En la formacién del lumen participaran de manera coordinada multitud de
moléculas como las GTPasas pequenias CDC42 y Racl, receptores de la membrana
celular, moléculas de adhesion célula-matriz y célula-célula. El lumen se produce
principalmente por vacuolacién: se forman vacuolas que después de la exocitosis
conectan el lumen de unas células con otras (Figura 5C). No obstante también se ha
observado que algunas células se aplanan contra la matriz y repliegan el citoplasma
dejando un hueco en el centro que se convertira en el lumen. Este Gltimo mecanismo es

dependiente de MMPs (Adams and Alitalo, 2007; Iruela-Arispe and Davis, 2009).
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3. Uniéon de las ramas y formacion del lumen

Para formar nuevas conexiones las TCs suprimiran su capacidad de movimiento
cuando encuentren otras TCs u otras ramas vasculares. Al encontrar un punto de
anclaje deberan formar uniones fuertes célula-célula mediante la induccién de proteinas
de membrana que habian sido degradadas previamente, fundamentalmente VE-

cadherina, Claudina-5 y VCAM (Figura 3D). La fusién de dos ramas vasculares a
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Figura 5. Representacion esquematica del proceso de angiogénesis (Modificado de Adams and Alitalo,

2007).

través de sus TCs se conoce como anastomosis y es dependiente de EGFL7. Una vez se
ha formado el lumen y se produce el paso de la sangre cargada de oxigeno se inhiben la
mayoria de factores pro-angiogénicos ya que muchos de ellos se inducen por hipoxia.
Esto junto con la sobreexpresion en este momento de Ang-1 da lugar al reclutamiento
de células murales, PCs y células del musculo liso ( SMCs, smooth-muscle cells) asi como a
una deposicion de nueva ECM produciendo todo ello la entrada en quiescencia de

manera paulatina de las células endoteliales y marcando asi el final del proceso (Adams

and Alitalo, 2007).
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PRINCIPALES FACTORES ANGIOGENICOS

Vascular Endothelial Growth Factor

El factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endotelial growth factor, VEGF) es una
molécula senalizadora secretada por las células que induce la vascularizacion y la
angiogénesis. El VEGF es un realidad una familia de seis proteinas entre las que se
encuentran VEGF-A (el mas comun y al que se hace generalmente referencia), VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGY-E y PIGY (placental growth factor)Figura 8) (Perona,
2006). Se descubrié en 1983 como una proteina que forma homodimeros unidos
covalentemente a través de un puente disulfuro y a pesar de no ser el primer factor de
crecimiento descubierto entre los que estimulan la angiogénesis si que es el mas
estudiado (Senger et al., 1983). El VEGF estimula las células endoteliales para degradar
la ECM, migrar y formar estructuras similares a vasos  vitro mientras que i viwo regula
la permeabilidad vascular e induce la expresion de proteinas antiapoptoticas en células
endoteliales (Veikkola and Alitalo, 1999). Se ha descrito que algunas isoformas de
VEGT necesitan de proteasas tanto para ser liberados de la ECM como para activarse

(Hicklin and Ellis, 2005; Keyt et al., 1996).

En cuanto a los receptores de VEGF se encontraron inicialmente dos en células
endoteliales, VEGFR-1 6 Flt-1 y VEGFR-2 o KDR (Flk-1 en ratones), existiendo una
forma soluble de VEGFR-1 que se piensa actGa regulando la angiogénesis de manera
negativa al secuestrar VEGFs antes de que se unan a sus receptores (Kendall and
Thomas, 1993). Ademas de en células endoteliales se expresan en varios linaje
hematopoyéticos (Hicklin and Ellis, 2005). E1 VEGFR-3 6 Flk-4 estd mas relacionado

con linfangiogénesis aunque no exclusivamente (Paavonen et al., 2000).
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Figura 6. Especificidades de union de los miembros de la familia de VEGF y sus respectivos

receptores y correceptores (Modificado de Hicklin and Ellis, 2005).

Los miembros de esta familia tienen afinidades de unién distintas por los receptores
(Figura 6). Todas las isoformas de VEGF-A se unen a VEGFR-1 y a VEGFR-2
mientras que PIGF y VEGF-B so6lo se unen a VEGFR1. VEGF-E solamente se une a
VEGFR-2 mientras que VEGF-C y VEGF-D interaccionan tanto con VEGFR-2 como
con VEGFR-3. VEGFR-2 se expresa en casi todos los tipos de célula endotelial
mientras que VEGFR-1 y VEGFR-3 se expresan de manera selectiva en células

endoteliales de distintos nichos (Figura 6).

Por ultimo, existen dos correceptores de los VEGFRs: neuropilina 1 y 2 (NRP-1 y NRP-
2. La principal diferencia entre las neuropilinas y los VEGFRs es que las primeras
carecen de un dominio intracelular que le sirva como transmisor de senal, de ahi que se
les considere correceptores. Las especificidades de union de las NRPs a los miembros de
la familia VEGF también es alta y concreta, funcionando cada uno de ellos con un tipo

de VEGFs y no con otros, tal y como se describe en la Figura 6.

Todos estos receptores participan de forma coordinada en la activacion de las células
endoteliales para formar nuevos vasos, regulando la permeabilidad endotelial, la
proliferacion, invasioén, migracion y supervivencia de las células endoteliales. Por altimo,

también se ha descrito ampliamente su papel en el reclutamiento de EPCs. La
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regulacion de la familia de VEGF se da principalmente por hipoxia y por citoquinas

generalmente segregadas ante la falta de oxigeno (Hicklin and Ellis, 2005).

Se ha demostrado ampliamente que existe una relacién directa y clara entre la
expresion de VEGF y su actividad el desarrollo de la vasculatura tumoral por lo que
nadie duda que VEGF es un componente clave a la hora de abordar clinicamente la
angiogénesis tumoral (Dvorak, 2002). Se han desarrollado varios anticuerpos contra
VEGT en ensayos preclinicos, siendo sélo utilizado en clinica el Bevacizumab (Goel et
al., 2011). El Bevacizumab se usa junto con agentes quimioterapéuticos y ha
demostrado mejorar la supervivencia libre de enfermedad y la tasa de respuesta en
pacientes. No obstante, la aparicion de resistencia asi como adversos efectos secundarios
entre los que se encuentran la hipertension, hemorragias, proteinuria, toxicidad
cardiaca y dificultades relacionadas con la curacion de heridas hacen que el tratamiento
se use con clerta reticencia. Otros inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de los
receptores de VEGF en este caso, estan siendo estudiados. Sunitinib, Sorafenib y
Pazopanib inhiben la angiogénesis mediante el bloqueo de los receptores. Sunitinib

ademas es capaz de reducir el tamafio del tumor (Sherbet, 2011).

Factor de crecimiento de fibroblastos

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGY, fibroblasts growth factor) es en realidad una
familia de proteinas (22 miembros en humanos) relacionados estructuralmente entre si
aunque con distintas funciones entre las que podemos encontrar curacién de heridas,

desarrollo y angiogénesis. (Ornitz and Itoh, 2001).

De entre todos ellos destacan FGF-1 (aFGF, acidic FGF) y FGF-2 (bFGF, basic FGF) por
ser los mas estudiados en cuanto a su papel en la angiogénesis y en el desarrollo
tumoral. Tanto FGF-1 como FGF-2 estimulan la proliferaciéon y migracion de células
endoteliales inhibiendo la apoptosis mediante la uniéon a FGIFR1 y el
desencadenamiento de diferentes rutas de sefalizaciéon (Presta et al., 2005). Es
importante también el papel que desarrollan los FGF en relaciéon a la ECM ya que
ambos FGF se unen a los proteoglicanos de la ECM a través de una proteina llamada
FGF-BP (FGY binding proten) actuando asi de manera paracrina sobre otras células
(Abuharbeid et al., 2006). Ademas FGF-1 se une directamente a la integrina o33 cuya

expresion es regulada por FGF-2 (Klein et al., 1993). Finalmente ambos FGF-1 y -2
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participan en la remodelacion de la ECM durante la angiogénesis, tanto al principio en
su degradacion como al final del proceso con su reposicion. Al inicio activarian la
secrecion de proteasas mientras que al final estimularian la deposicion de varios
componentes de la ECM por parte de las células endoteliales contribuyendo asi a la

estabilizacion de los vasos (Presta et al., 2005).

Angiopoyetinas

Las angiopoyetinas son una familia de proteinas secretadas que se unen a los receptores
tirosin-kinasa TIE (Zyrosine kinase with tmmunoglobulin-like and EGF-like domains 1) que
participan en la estabilidad de los vasos sanguineos (Eklund and Olsen, 2006). Existen
cuatro angiopoyetinas de las que s6lo dos se han reconocido como moduladoras de la
angiogénesis: Angiopoyetina-1 (Ang-1) y angiopoyetina-2 (Ang-2) (Fagiani and
Christofori, 2013).

El papel de las angiogpoyetinas en angiogénesis no se ha definido por completo y
actualmente se han encontrado datos contradictorios sobre su capacidad de inducir o
reprimir la angiogénesis tumoral. La vision general que se tiene con respecto a la
funcion de las angiopoyetinas en cancer es que lo importante es el balance entre Ang-2
y Ang-1 independientemente de sus niveles de expresion. Esto se ha visto reflejado en
varios trabajos que sostiene que niveles de Ang-2 por encima de los de Ang-1
correlacionan con la angiogénesis tumoral asi como con un peor pronéstico en muchos
tipos de cancer (Tait and Jones, 2004). Es importante resaltar que los receptores TIE se

encuentran expresados en los fenomenos de mimetismo vasculogénico .

Factor de crecimiento de hepatocitos

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, hepatocyte growth factor) es una de las
moléculas que poseen actividad angiogénica. Se encuentra en el grupo de moléculas de
uni6on a heparina junto con VEGF, FGF y TGF-8. En concreto, HGF se une a
proteoglicanos con residuos heparina sulfato lo que hace que se localicen en la
membrana celular facilitando asi su presentacion a sus respectivos receptores (Sherbet,
2011). El HGF es secretado por fibroblastos y actia como mitogénico en células
epiteliales y endoteliales asi como en melanocitos, no afectado a los fibroblastos. Se
secreta como forma inactiva que necesita de corte proteolitico para pasar a la forma

activa (Kataoka et al.).
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En cuanto a su funciéon en angiogénesis tumoral, HGI es capaz de desregular la
expresion de TSP-1 (Wei et al., 2010) aumentando el fenotipo angiogénico ademas de

trabajar de manera sinérgica con VEGF165 y NRP-1

Los intentos de inhibir HGF como tratamiento contra el cancer han sido importantes.
Por ejemplo, un anticuerpo contra HGF que impide la unién al receptor aumentoé la
supervivencia libre de enfermedad de 7 a 40 semanas (Gordon et al., 2010) mientras que
el uso de NK4, un dominio de HGF, que se une al receptor pero no es capaz de activar
las rutas de sefializacion, inhibe la proliferacion y migracién inducidas por VEGF

(Nakamura et al., 2010).
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ANGIOGENESIS TUMORAL

Una vez establecido, bien sea un tumor primario o una metastasis, para crecer por
encima de los 2 mm3 necesita crear una red vascular que cubra sus necesidades
metabolicas (Folkman and Klagsbrun, 1987; Nicolson, 1984; Talmadge and Fidler,
2010). Para crear esta nueva vasculatura los tumores tienden a desajustar el balance de
los factores que regulan la angiogénesis decantando la balanza hacia la produccion de
factores proangiogénicos, evento que se conoce como ‘“‘angiogenic switch” (Weis and

Cheresh, 2011).

Los programas moleculares son comunes entre la angiogénesis fisiologica y a la
angiogénesis tumoral. No obstante, en la angiogénesis tumoral se produce una
activacion casi constitutiva de las rutas de senalizaciéon proangiogénicas. Las células
tumorales producen VEGF y FGF-2 de manera descontrolada llegando a producir una
alta vascularizacion pero a su vez una vasculatura aberrante. La vasculatura asociada al
tumor es tortuosa, tiene una organizacion cadtica, es inestable y tiene zonas en las que
se producen escapes del flujo sanguineo por la baja adhesion entre las células
endoteliales que lo componen (De Bock et al., 2011a; Mcdonald and Baluk, 2002; Weis
and Cheresh, 2005). Ademas, de manera muy significativa se ha encontrado que la
vasculatura tumoral expresa proteinas con dominios transmembrana en mucha mayor
cantidad que la vasculatura tisular (Ruoslahti, 2002). La membrana basal de la
vasculatura tumoral tiene una composicion anormal y suele estar irregularmente
distribuida. Ademas la cobertura de estos vasos es menor debido a un descenso
generalizado del nimero de pericitos y de células murales. Todo ello conlleva una pobre
distribucion de nutrientes y oxigeno lo que mantiene de manera constante la situacién
inicial hipoxia y falta de nutrientes, originando un circulo vicioso. Ambas daran ademas
lugar a una acidificaciéon del entorno tumoral lo que conlleva a una seleccion positiva de
las células tumorales convirtiendo al tumor en madés resistente frente a agentes

terapéuticos (Potente et al., 2011).

La vasculatura aberrante y altamente hemorragica conlleva asimismo dos implicaciones
terapéuticas importantes: la primera es que al ser hemorragica la distribucion de los
agentes terapéuticos no sera completa o, al menos, sera mas complicada. La segunda es
que este tipo de vasculatura facilita la intravasacién de células tumorales y su posterior

dispersion a zonas metastaticas. Es por ésto que actualmente también ha adquirido un
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gran protagonismo, en cuanto a terapia anticancerigena, el céomo normalizar y
estabilizar la vasculatura tumoral en vez de inhibir su formacién. Algunos estudios han
demostrado que la normalizaciéon de la vasculatura es eficiente a la hora de inhibir
metastasis, el desarrollo de polipos en pacientes con poliposis adenomatosa familiar o el
desarrollo de tumores en modelos de cancer espontaneo en ratones (ratones MMTV o

RipTag) (Bergers and Benjamin, 2003; Bergers et al., 2000).

A pesar de todo, la angiogénesis tumoral puede no ser suficiente para colmar las
necesidad metabdlicas del tumor por lo que se pueden activar otros mecanismos de

desarrollo vascular (Carmeliet and Jain, 2000), que introducimos a continuacion.

MECANISMOS ALTERNATIVOS DE NEOVASCULARIZACION
TUMORAL

El mecanismo de angiogénesis descrito hasta ahora se conoce como angiogénesis por
ramificacion (del inglés sprouting angiogenesis) y es el proceso comun de desarrollo de un
sistema vascular en los tejidos sanos y también en los tumores (Figura 7A). No
obstante, junto a este tipo de angiogénesis se han observado otros mecanismos de
vascularizacion, sobre todo en tumores, como son la angiogénesis introsusceptiva (del
inglés ntusussceptive angiogenesis), la coopcion de vasos, el reclutamiento de células
endoteliales progenitoras y el mimetismo vascular (del inglés vasculogenic mimicry, VM).

Pasaremos a describir brevemente cada uno de ellos.

Reclutamiento de EPCs

Las EPCs (endotelial progrotenitor cells son una poblacion de células derivadas de la medula
6sea con capacidad para diferenciarse a células endoteliales (Figura 7B). El
reclutamiento de estas células se produce por la secrecién de citoquinas y diversos
factores de crecimiento generalmente originados ante una situacion de isquemia o, en el

caso que nos ocupa, la iniciaciéon de un tumor (Asahara and Kawamoto, 2004).

Entre los mecanismos reguladores de estas EPCs, por ejemplo se ha descrito que la
salida del nicho puede mediarse por la accion de MMP9, que corta c-kit provocando el
abandono de células c-kit positivas de la médula 6sea. Esta salida ademas esta
promovida por PIGF y VEGF mediante su uniéon a VEGFR2, altamente expresado por
las EPCs. Tras el viaje por el torrente sanguineo se produce la insercién y la
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diferenciacion a ECs con la expresion de moléculas propias del endotelio como VE-
cadherina y von Willebrand factor, todo ello promovido por VEGF (Hillen and
Griffioen, 2007; de la Puente et al., 2013).

Finalmente, algunos trabajos han encontrado que el nimero de EPCs circulantes es
mayor en algunos tipos de tumores como gliomas, cancer de pulmoén de células no
pequenas, leucemia mieloide, carcinoma hepatocelular, cancer colorrectal, linfoma y
cancer de mama (de la Puente et al., 2013). Es por esto por lo que podria considerarse el

nimero de EPCs como un factor pronoéstico en la deteccion de cancer.

A Angiogénesis ramificada B Vasculogénesis
Tip cells ' '
Membrana A EPCs diferenciadas
basal Pericito - a ECs

C

Céls. tumorales coopcionan
vasos preexistentes

E Mimetismo vascular F Célula tumoral w== Diferenciacién a ECs

Células tumorales se CSCs transdiferencian a
alinean en los vasos ECs

Figura 7. Mecanismos alternativos de angiogénesis en los tumores. (Modificado de Carmeliet and

Jain, 2011)
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Angiogénesis introsusceptiva

Este fenomeno se observo por primera vez en el proceso de remodelamiento del sistema
vascular en los pulmones después del nacimiento ya que durante los dos primeros afios
de vida de los humanos el volumen de los pulmones se incrementa en mas de 20 veces.
La angiogénesis introsusceptiva consiste en la formacién de dos vasos a partir de la
segregacion de uno preexistente. La diferencia con respecto a la angiogénesis por
ramificacion es que aqui se forma una separaciéon del lumen del vaso mediante la

formacion de un pilar tisular en la luz del vaso (Caduff et al., 1986) (Figura 7C).

Se piensa que los posibles mecanismos celulares que desarrollan este tipo de
angiogénesis son similares a los que dan lugar a la angiogénesis por ramificaciéon entre
los que podriamos encontrar a las angiopoyetinas y sus receptores Tie, al PDGF-0, la
proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1 6 CCL2) y las efrinas y sus receptores.
Hay que tener en cuenta que al no darse proliferacién celular en este fenémeno no
podra ser tratado con agentes antiproliferativos y por tanto se van a necesitar nuevos

compuestos que funcionen inhibiendo la migracion (Hillen and Griffioen, 2007).

Coopcidén de vasos

La coopcién de vasos es una habilidad que presentan los tumores de crecer junto a redes
vasculares ya desarrolladas sin producir una respuesta angiogénica. Lste tipo de
crecimiento vascular fue descrito por primera vez cuando se buscaban moléculas
iniciadoras de la angiogénesis en las etapas iniciales de formacion del tumor (Figura
7D). De hecho encontraron que Ang-2 contribuia en este tipo de desarrollo
expresandose en altos niveles mientras que VEGF permanecia en niveles bajos y no sé

induciria hasta un estadio posterior (Holash, 1999).

Se ha observado que frente a este tipo de crecimiento se produce una respuesta del
hospedador, que se cree es de defensa, por la que se produce una regresion de este tipo
de vasculatura. Al privar al tumor de nutrientes el ntcleo se necrosa y es entonces
cuando las células de la periferia del tumor secretan VEGF y otras sefales
proangiogénicas iniciando la angiogénesis por ramificacién, previamente descrita

(Hillen and Griftioen, 2007).

Mimetismo vascular
El termino de vasculogenic mimicry (mimetismo vascular) se utiliz6 por primera vez para

describir la capacidad que tienen las células agresivas de adquirir caracteristicas tipicas
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de células endoteliales y formar estructuras similares a la vasculatura (Figura 7E). Este
fenébmeno se observo tanto en cultivos celulares como en tumores (Maniotis et al., 1999).
Esta capacidad de plasticidad tumoral se atribuyé inicialmente sélo a células de
melanoma. Sin embargo, a dia de hoy se ha descrito también para otros tipos de células
tumorales entre las que encontramos las de carcinomas de mama, ovario, pulmon,
prostata, vejiga, rinén, en sarcomas, en glioblastomas y en astrocitomas (Paulis et al.,
2010). Algunas publicaciones recientes distinguen entre mimetismo vascular vy
transdiferenciaciéon endotelial. En ésta Gltima las células tumorales, mas concretamente
una subpoblacion de CSCs (cancer stem cells), son capaces de transdiferenciarse dando
lugar a células endoteliales o similares a endoteliales (endotelial-like) que pasan a formar
parte de los vasos (Carmeliet and Jain, 2011) (Figura 7F). Fueron especialmente
importantes dos trabajos publicados en Nature al unisono donde se demostraba el
origen tumoral de las células de la vasculatura en glioblastomas (Ricci-Vitiani et al.,
2010; Wang et al., 2010). En un tercer articulo en el afio 2012 se revel6 que las células
madre del glioblastoma (GSGCs, ghoblastoma stem cells) inducian el mimetismo

vasculogénico a través de la activacion de VEGFR2 (Francescone et al., 2012).

Cuando descubrieron estas estructuras similares a endoteliales se observé que eran
capaces de conducir flujo sanguineo y ademas formaban estructuras circulares ricas en
componentes de la ECM, como lamininas o colagenos, y que eran detectables ante la
tincion con PAS (Periodic acid-Shiff), la cual tifie proteoglicanos y estructuras ricas en
polisacaridos. Utilizando técnicas de microdiseccion laser demostraron que estas células
de melanoma expresaban una serie de marcadores propios de células endoteliales como
son Laminina C2, TIE1, VE-cadherina, Eph2, Neuropilina I, MMP1, MMP2, MMP14

entre otros (Seftor et al., 2012).

Con respecto al microambiente tumoral, ademas de la sobreexpresion de las ya
mencionadas proteasas se encontré que al menos MMP2, MMP14 y la cadena y2 de la
Laminina 5 colocalizaban con estas estructuras en matrices de colageno (Seftor et al.,
2012). Recientemente se ha descrito que otras proteasas como ADAMTSI] también
juega un papel importante en el proceso de transdiferenciacién (Casal et al., 2010).
Algunos trabajos ademas resaltan la importancia de la hipoxia en este proceso ya que
puede desencadenar rutas de senalizaciéon que apoyan el mecanismo de mimetismo

vascular. De hecho, el tratamiento de los tumores con agentes antiangiogénicos que
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disminuyen la perfusiéon y aumentan la hipoxia intratumoral incrementan la tasa de
metastasis y el fenomeno de mimetismo vascular (De Bock et al., 2011b; Ebos et al.,

2009; Yuan et al., 2012).

Una implicacién clinica importante es que se ha documentado que pacientes que
presentan fenémenos de mimetismo vascular muestran un peor pronostico comparados

con aquellos pacientes que no lo presentan (Hendrix et al., 2003).

El uso de terapias antiangiogénicas, principalmente basadas en inhibidores de VEGF, se
mostraron eficaces a la hora de inhibir la angiogénesis tumoral y de aumentar la tasa de
supervivencia en pacientes. No obstante, los tumores desarrollan resistencia a este tipo
de terapia con el tiempo y secretan factores de crecimiento alternativos como PIGF,
FGF-2 6 PDGF, que pudieran ser responsables de activar algunos de los mecanismos
que acabamos de describir (Al-husein et al., 2012; Kerbel, 2008). Las limitaciones
mostradas por las terapias antiangiogénicas y la apariciéon de estos nuevos fenomenos
refuerzan la necesidad de estudiar la formacion de la vasculatura tumoral y el papel que

juegan estos nuUevos mecanismos.
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3. MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (ECM, extracellular matrix) es el conjunto de todos los elementos no
celulares que estan presentes en un tejido. Fundamentalmente se compone de agua,
proteinas y polisacaridos. Entre las proteinas que la forman destacan el colageno I, la
elastina, la fibronectina, la laminina y los proteoglicanos, principalmente los heparan
sulfato. No obstante, la estructura de la ECM variard de unos tejidos a otros

confiriéndoles sus propiedades fisicas y bioquimicas caracteristicas (Frantz et al., 2010).

Debido a su diversa naturaleza y composicion la ECM cumple varias funciones tanto
estructurales como biologicas: da soporte fisico y estructural a las células y los tejidos,
regula la comunicacion intercelular y la homeostasis ademas de servir como reservorio
de diversos factores de crecimiento. La ECM es una estructura muy dinamica y en
constante remodelacion ya que la correcta disposicion de sus componentes es lo que
asegura un correcto funcionamiento de los tejidos. El remodelamiento de la ECM se
lleva a cabo por un extenso grupo de proteinas entre las que destacan las llamadas
metaloproteasas de la matriz. Estas incluyen las MMPs, las ADAMs y las ADAMTSs.
Estas proteinas, ademas de remodelar el entorno extracelular, actian liberando factores
de crecimiento anclados a la ECM que son indispensables para las distintas funciones

celulares (Daley et al., 2008).

Aunque se desconocen multiples detalles sobre los mecanismos de ensamblaje de la
matriz si que se sabe que existe una jerarquia en el proceso. Cuando la organizacion de
la ECM se ve alterada puede facilitarse el desarrollo de enfermedades como el cancer ya
que se desregula el comportamiento de las células del estroma las cuales apoyan los
procesos de angiogénesis, inflamaciéon e invasion asociados al desarrollo tumoral ya
descritos anteriormente (Lu et al., 2012). Es por ello importante conocer los mecanismos
por los que se organiza la matriz extracelular ademas de su composiciéon pudiendo asi
investigar posibles aplicaciones terapéuticas contra el establecimiento y desarrollo de las

neoplasias.

MEMBRANA BASAL

La membrana basal (basement membrane, BM) es un tipo especializado de matriz

extracelular que se encuentra alrededor de monocapas de células, especialmente de
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epitelio y endotelio. La membrana basal separa las capas de células del tejido conectivo
circundante sirviendo de apoyo estructural y pudiendo modificar el comportamiento
celular al servir también como transductor de sefiales que brinda informacion a la célula
sobre su entorno. Al igual que la matriz extracelular en su conjunto, cada tipo de

membrana basal tiene una composicion especifica (LeBleu et al., 2007).

La membrana basal esta compuesta principalmente de colageno IV, laminina,
nidégenos y perlecano (Figura 8). Existen otros componentes minoritarios como
agrina, fibulina, colagenos XV y XVIII, BM40 y BM90 cuyas cantidades son variables y
que son los que confieren especificidad y heterogeneidad a la membrana basal. No
obstante, la heterogeneidad de la BM se presenta, ademas de por la cantidad de éstos
componentes minoritarios secretados al medio, por la composicion de los componentes
mayoritarios ya que existen diferentes subtipos. Se pueden formar quince tipos de
heterotrimeros de laminina asi como seis tipos de colageno IV que combinados entre si
dan lugar a muchos tipos de BM. Finalmente la regulaciéon génica pero sobre todo las
modificaciones postraduccionales, entre las que destacan la protedlisis, acaban por

conformar cada una de las BM tnicas que se distribuyen en los seres vivos (LeBleu et

al., 2007).

% ol Y/
& Z Nidogeno

Pgrlecano

g Laminina

Colageno IV

Membrana 3
Integrina

Figura 8. Estructura molecular de la membrana basal en tres dimensiones. Modificado de (Alberts et

al., 2002)
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De entre los componentes mayoritarios, colageno IV y fibronectina conformarian el
andamiaje principal de la estructura ya que ambas proteinas se autoensamblan
formando superestructuras rigidas que mantienen la integridad de la membrana basal.
Posteriormente nidégenos y perlecano servirian de unién entre laminina y colageno IV
incrementando la estabilidad de la estructura (LeBleu et al., 2007). La disposicion de la

membrana basal se representa en la Figura 8.

PAPEL DE LA MATRIZ EXTRACELULAR DURANTE LA
ANGIOGENESIS Y EN CANCER

Matriz extracelular y angiogénesis

La matriz extracelular es esencial en todas las etapas de la angiogénesis. Durante la fase
de ramificacion la uniéon de las integrinas a la ECM dictamina a las ECs el camino a
seguir en cuanto a proliferaciéon, supervivencia y migraciéon. Particularmente, la
adhesion de las ECs a la ECMs es requisito indispensable para la activacion de la ruta
de las MAP kinasas la cual activa los mecanismos de proliferacion, inhibiciéon de la
apoptosis y angiogénesis. Es tan importante la adhesiéon a la ECM que incluso la
expresion de las proteinas encargadas de la progresion del ciclo celular esta regulada por
integrinas que se unen a la ECM. Las ECs también necesitan de la union a la ECM
para promover la migraciéon y el desarrollo de nuevas ramas vasculares ya que los
componentes de la matriz extracelular son capaces de promover la migracion por si

solos independientemente de la presencia de citoquinas (Senger and Davis, 2011).

De manera relevante se ha mostrado que la matriz extracelular es también una fuente
de péptidos antiangiogénicos que se producen tras la proteodlisis de los componentes de
la BM por parte de las metaloproteasas tal y como se muestra en la Tabla 1. Esta
aparicion de péptidos con potencial antiangiogénico modulara el desarrollo vascular
(Mettouchi, 2014). Hay que destacar también de manera muy importante la capacidad
de la ECM de unir moléculas y actuar asi como reservorio. De entre todas las moléculas
que se adhieren a la ECM destaca el VEGF cuyo papel se ha descrito con anterioridad.
En experimentos con ratones donde carecian del dominio de unién a la ECM se vio una
disminuciéon en la irrigacion de los 6rganos y que ademas los vasos existentes estaban

compuestos de un menor niamero de ramas. En este experimento se comprobd que a
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pesar de disponer de la forma soluble de VEGF la falta de un gradiente del mismo
retenido en la BM impedia la extensién de las redes vasculares y la correcta orientacion
de los filopodios que se formas en las ECs durante la invasién en la angiogénesis
(Ruhrberg et al., 2002). Por el contrario, los ratones que s6lo expresaban la isoforma de
unién a la matriz desarrollaban un plexo vascular excesivamente ramificado donde las
TCs presentaban numerosos filopodios hacia multiples direcciones. Todo ésto
demuestra que no sélo se necesita la secrecion de VEGF de manera controlada sino que
ademas su disposicion dentro de la ECM por unién a los diferentes sustratos es

importante.

La composicion de la ECM asi como la organizacion de sus componentes también es
relevante. Por ejemplo, se ha comprobado que los distintos tipos de lamininas dirigen
de manera distinta la formacion de los vasos. Asi unas se expresan de manera preferente
en los plexos vasculares recién formados mientras que otros tipos de laminina se
encuentran principalmente en el frente vascular y de manera importante en las TCs

(Stenzel et al., 2011).

Matriz extracelular y cancer

La estructura y composiciéon de la ECM tiene un papel determinante en la progresion
tumoral ya que la secrecion y distribucion de componentes anormales en la ECM como
respuesta a situaciones de estrés puede ser percibido por las células vecinas como una
sefial de entrar en proliferacion o en otra ruta de senalizacion. Por ejemplo en
ambientes fibroticos, como la cirrosis o la fibrosis renal o pulmonar, el equilibrio entre
sintesis y degradacion de componentes de la ECM se ve alterado. Un incremento en la
produccion de fibras de colageno asi como una disposicion aberrante puede originar un
endurecimiento del microambiente, facilitando la formaciéon y mantenimiento de un

nicho donde posteriormente puede producirse una neoplasia (Lu et al., 2012).

En la literatura se ha descrito que algunos tumores tienen una alta tasa de renovacién
de las fibras de colageno I que posteriormente se disponen de manera aberrante, lo que
se considera caracteristico en cuanto a la composicion del estroma tumoral (Tlsty and
Coussens, 2006). Ademas de ésto, se ha descrito que la protedlisis del colageno puede
dar lugar a fragmentos antiangiogénicos y proangiogénicos que participan en el

desarrollo de la vasculatura tumoral (Mott and Werb, 2004). La hipoxia también
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participa en el desarrollo de una ECM aberrante como, por ejemplo, lo descrito con la
proteina LOXL2 (LOX-lke proten 2), que se induce por hipoxia y participa en el

entrecruzamiento de las fibras aumentando la rigidez de la ECM (Bignon et al., 2011).

La estructura de la BM también es importante en el desarrollo de cancer. Se tiene
constancia de que la BM de la vasculatura tumoral es mas porosa y hemorragica que la
que pertenece a la vasculatura normal. Este hecho facilita la metastasis y la infiltracion

de las células inmunes fomentando la progresion tumoral (Lu et al., 2012).

4. PROTEASAS DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR

El conjunto de proteasas presentes en un organismo se denomina degradoma. El
degradoma humano lo componen 585 proteasas codificadas por alrededor del 2% del
genoma y organizadas en 5 familias: aspartilproteasas, cisteinproteasas, metaloproteasas,
serineproteasas y treoninproteasas. La familia metaloproteasa es la mas amplia con 192
miembros seguida de las serinproteasas y las cisteinproteasas con 184 con 161
respectivamente (Rawlings et al., 2012). En ratén se han descubierto 670 proteasas hasta
el dia de hoy de las cuales el 82% tienen su ortdlogo en humanos (Puente et al., 2003).
El que exista un numero tan grande de proteasas concuerda con la necesidad de
especificidad a la hora de producirse la proteolisis ademas de con una alta diversidad de

sustratos que cortar.

Durante mucho tiempo se tuvo la vision de que las proteasas de la matriz extracelular
eran “simples armas de destrucciéon masiva de la matriz” (McCawley and Matrisian,
2001). No obstante el estudio de sus funciones ha demostrado que participan en una
gran variedad de procesos que no solo implican la degradacién sino también la
remodelacion de la ECM, contribuyendo asi durante el desarrollo embrionario, la
curacion de heridas o la menstruacién pero también en situaciones patologicas como el

cancer, la ateroesclerosis o enfermedades pulmonares (Shiomi et al., 2010).
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Las proteasas de la matriz extracelular son un conjunto de metaloproteasas que
pertenecen a la familia de las metzincinas (dependientes de zinc) entre las que
encontramos a las MMPs, las ADAMs y las ADAMTSs. Todas ellas guardan similitud
estructural y son capaces de proteolizar componentes de la ECM ademas de otras
proteinas incluyendo receptores, factores de crecimiento y citoquinas decisivos en la
configuracion del microambiente (Shiomi et al., 2010). Nuestro trabajo se centra en el
papel de ADAMTS]len el contexto tumoral y la angiogénesis pero creemos apropiado
hacer una revision general de las MMPs, ADAMs y ADAMTSs ya que comparten,

como hemos dicho, estructura, funciones y afinidad por algunos sustratos.

MMPs

Estructura

Las MMPs (matrix metalloproteinases) son un grupo de 23 proteinas en humanos. En
funcion de su estructura se clasifican en MMPs secretadas o unidas a la membrana. La
estructura principal consiste en tres dominios funcionales comunes a todas las MMPs: el
propéptido, que contiene una sefial de secrecion en algunos casos, el domino catalitico y
el dominio C-terminal similar a hemopexina el cual se une al dominio catalitico a través
de una regién de unién flexible (Kessenbrock et al., 2010) (Figura 9). Las MMPs se
secretan como proteinas inactivas (proMMPs) debido a la interacciéon de una cisteina del
prodominio con el sitio catalitico. La eliminaciéon proteolitica del prodominio por
convertasas da lugar a la activacion de la proteina. En funciéon de la secuencia de la
MMPs este corte se produce intracelularmente por parte de furina o extracelularmente
por otra MMP o serinproteasas como la plasmina (Kessenbrock et al., 2010). Ante la
necesidad de cumplir con diferentes funciones algunas MMPs contienen motivos

adicionales y otras carecen del domino hemopexina (Shiomi et al., 2010).
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Figura 9. Representaciéon esquematica de la estructura de las MMPs. Pre: péptido seiial; Pro:

prodominio; Cat: dominio catalitico; TM: domino transmembrana; Ct: domino c-terminal.
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Regulacion

La regulacion de las MMPs se puede dar a distintos niveles. A nivel transcripcional esta
reguladas por hormonas, factores de crecimientos, citoquinas, uniones célula-célula y
uniones célula-matriz. En un segundo nivel su actividad se veria condicionada al corte
del prodominio y a su conversion a forma activa y finalmente por la presencia de
inhibidores especificos como los TIMPs (tssue inhibitors of metalloproteinases). Teniendo en
cuenta que enzimas como furina, plasmina u otras MMPs pueden procesar el corte del
prodominio la regulaciéon de estas enzimas afectara también a su actividad (Sternlicht
and Werb, 2001). Un mecanismo adicional de activacién y desactivacién es mediado
por ROS (reactive oxygen species). Estos oxidarian la cisteina del prodominio produciéndose
asi la liberacion del sitio catalitico y la activacion de la enzima. Posteriormente la
enzima mieloperoxidasa inactivaria el sitio catalitico mediante la liberacién de acido

hipocloroso (Fu et al., 2003).

Papel de las MMPs en angiogénesis y cancer

Dado el elevado nimero de MMPs, y su expresion en multiples tipos celulares, se puede
concluir que su actividad es practicamente ubicua en el organismo. Algunos trabajos
han descrito también su implicacion en la supresion tumoral (Lopez-Otin and

Matrisian, 2007).

La liberacion de factores de crecimiento junto con moléculas que regulan la
angiogénesis tras la protedlisis de la BM es quiza la funcién mas importante de las

MMPs en su relacion con el cancer, como se ha expuesto en capitulos anteriores.

Por ejemplo, un estudio demostr6 que para que se produzca el angiogenic switch se
necesita de la liberacion de VEGF-A de la EMC por parte de MMP9. (Bergers et al.,
2000) Otros factores de crecimiento como VEGF-A, FGFs y TGF-8 también son
liberados de la ECM por parte de MMP2 y MMP9 aumentando la progresion tumoral

por la induccion de proliferacién en las células endoteliales (Shuman Moss et al., 2012).

En cuanto a los proteodlisis de moléculas de la BM, encontramos que varias MMPs son
capaces de cortar el plasminégeno dando lugar a angiostatina, un factor
antiangiogénico. La protedlisis de algunos colagenos por parte de las MMPs también

produce péptidos con funciones antiangiogénicas. El primero que se descubrié fue la
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endostatina, un fragmento de la protedlisis del colageno XVIII que actuaba inhibiendo
la angiogénesis de manera endogena (O’Reilly et al.,, 1997). La degradacion del
colageno IV puede dar lugar a distintos sustratos antiangiogénicos. Asi, de la cadenas
al, a2 ya3 se producen fragmentos llamados arrestina, canstatina y tumstatina,

respectivamente (van Hinsbergh and Koolwijk, 2008; Lafleur et al., 2004).

Ademas de cortar proteinas de la ECM se han identificado mas de 40 proteinas de
superficie que sufren proteo6lisis por parte de las MMPs. Por ejemplo MMP2 puede
cortar el receptor FGFR-1 y el de Efrina B2 junto con MMP9 (Lopez-Otin and Hunter,
2010) Adicionalmente, los estudios con animales KO han aportado informacion sobre la
funcion de las MMPs y su relacion con angiogénesis. Los KO de MMP2, MMP9 y
MMP14 presentan patrones de ramificaciéon angiogénica alterados mientras que los KO
de MMP2, MMP7, MMP9 y MMP11 presentan una resistencia endégena al desarrollo
de tumores (Yoon et al., 2003). En el caso de MMP9 se ha demostrado que ésto se debe
a la incapacidad de moverse por la ECM de los pericitos (van Hinsbergh and Koolwijk,

2008).

Por el contrario, y a pesar de todos los ejemplos anteriores, también se han identificado
recientemente funciones antitumorigénicas y antiangiogénicas de las MMPs como es el
caso de MMP3, MMP8, MMP9, MMP11 MMP12, MMP19 y MMP26 (L6pez-Otin
and Matrisian, 2007).

ADAMS

Estructura

Las ADAMs (A disintegrin and metalloproteinase) son un grupo de proteinas de membrana
que pertenecen a la familia de las adamalisinas compuesto por 22 miembros en
humanos (Klein and Bischoff, 2011). La estructura de las ADAMs es parecida a las de
las MMPs y se compone de un péptido senial para la secrecién, un prodominio que
actiia como chaperona permitiendo el plegamiento de la proteina y que ademas bloquea
el sitio catalitico y un dominio metaloproteinasa (Figura 10). Aparte de estos dominios,
las ADAMs divergen con respecto a las MMPs en estructura ya que poseen el

caracteristico dominio similar a desintegrina, un dominio rico en cisteinas, una regioén
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transmembrana y una cola citoplasmatica. Algunas ADAMs presentan ademas un

dominio similar a EGF después del dominio rico en cisteinas (Edwards et al., 2008).

La activacion de las ADAMs puede producirse por la accion de furinas aunque también
por MMPs como es el caso de ADAM28 que carece de un domino de reconocimiento

de furina (Mochizuki and Okada, 2007).
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Figura 10. Representaciéon esquematica de la estructura de las ADAMs. Estructura general de las
ADAMSs y su comparacién con la estructura de las MMPs. Pre: péptide sefial; Pro: prodominio; Cat: dominio
catalitico; Cys: dominio rico en cisteinas; TM: domino transmembrana; Ct: domino c-terminal.

Regulacion

La funcionalidad de las ADAMs se muestra limitada por el corte del prodominio al
igual que las MMPs, necesitando algunas ademas de procesamiento autoproteolitico. La
hipoxia y algunos factores de crecimiento van a regular la expresion de las ADAMs,
algo muy comun en el contexto de las proteinas que degradan la ECM (Klein and
Bischoff, 2011; Szalad et al., 2009). También se regulan a nivel postraduccional y
mediante inhibidores, TIMPs principalmente (Murphy, 2008).

Papel de las ADAMs en angiogénesis y cancer

Tal y como venimos describiendo a lo largo de esta introduccion, estas proteinas
desarrollan papeles tanto en la angiogénesis fisiologica como en cancer. Se sabe que las
ECs expresan ADAM-10, ADAM-12, ADAM-15 y ADAM-17. Concretamente, la
expresion de ADAM-10 Y ADAM-17 es necesaria para el procesamiento de dos
proteinas claves en el desarrollo de la angiogénesis, NOTCH vy los receptores de

angiopoyetinas TIE (van Hinsbergh and Koolwijk, 2008). Ademas se encuentran
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expresadas en otras células del estroma como PCs, leucocitos y macrofagos (Murphy,

2008).

Algunas ADAMSs son capaces de cortar receptores de membrana tirosin-kinasa
impidiendo la uniéon de sus ligandos. Por ejemplo, ADAM-17 es capaz de cortar
VEGFR2 y MET mientras que ADAM-9, ADAM-10 y ADAM-15 cortan FGFR2 y el
receptor de efrinas B2 (EPHB2) (L6pez-Otin and Hunter, 2010).

La expresion de otras ADAMs y su relacion con cancer también ha sido ampliamente
documentada. ADAM-13 degrada componentes de la matriz extracelular promoviendo
la migracién y la metastasis mientras que ADAM-17 libera HGF promoviendo la
proliferacion de las células endoteliales y la posterior angiogénesis (van Hinsbergh and
Koolwijk, 2008). ADAM-8, ADAM-9, ADAM-12 y ADAM-15 muestran una clara
sobreexpresion en lineas celulares de cancer de pulmon y participarian en el desarrollo
de metastasis. También se ha descrito su participacion en cancer de prostata, higado,

colon, rinén, vejiga y pancreas (Mochizuki and Okada, 2007; Rocks et al., 2008a).

ADAMTSs

Estructura

La familia de las ADAMTSs se compone de 19 miembros (Apte, 2009). Las ADAMTSs
estan estructuralmente relacionadas con las ADAMs y a mas distancia con las MMPs.
Como éstas, las ADAMTS estan formadas por un dominio proteasa y un dominio
auxiliar que consta de un dominio desintegrina, un dominio trombospondina central,
un dominio rico en cisteinas, una region espaciadora y un nimero variable de dominios
trombospondina en C-terminal (Kumar et al., 2012; Wagstaff et al., 2011) (Figura 11).
Algunas tienen moédulos adicionales en el extremo C-terminal, lo que les proporciona
especificidad de unién a sus sustratos y de compartimentalizacion en los tejidos.
Ejemplo de ello son ADAMTS7 y ADAMTSI2 que contienen dominios de mucina,
ADAMTS20 y ADAMTSY que contienen dominios GON, ADAMTSI13 con dos
dominios CUB y ADAMTS2, -3,-10, -12, -14, -17 y -19 que contienen dominios PLCA
(Rocks et al., 2008a)
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Figura 11. Representaciéon esquematica de la estructura de las ADAMTSs. Estructura general de las
ADAMTSs y su comparaciéon con las MMPs y las ADAMs. . Pre: péptide sefial; Pro: prodominio; Cat: dominio
catalitico; Cys: dominio rico en cisteinas; TM: domino transmembrana; Ct: domino c-terminal; T'SP: dominio

trombospondina.

Las ADAMTSs pueden organizarse en subgrupos basandose en su actividad catalitica:
procolagenasas (ADAMTS2,3 y 14), degradadoras de proteoglicanos (ADAMTSI,
ADAMTS4, ADAMTS5, ADAMTSS, ADAMTS9, ADAMTSI15 y ADAMTS20),
degradadoras de vVWF (ADAMTS13) y degradadoras del cartilago oligomérico de la
matriz (ADAMTS7 y ADAMTSI2). Del resto de ADAMTSs (ADAMTS6
ADAMTSI16, ADAMTS17, ADAMTSI18 y ADAMTS19) atn se desconoce su funcion
(Kumar et al., 2012).

Regulacion

Las ADAMTSs se regulan por proteo6lisis principalmente, al igual que las ADAMs vy las
MMPs. El corte ocurre en el sitio de reconocimiento similar a furina entre el
prodominio y el sitio catalitico. La inhibiciéon por parte de los TIMPs también se da en
esta familia de proteinas (Rocks et al., 2008a). La regulacion de algunos miembros como
ADAMTSI se ve influenciada por la hipoxia, ademas de por algunos cofactores (Apte,
2009; Hatipoglu et al., 2009).

Papel de las ADAMTSs en angiogénesis y cancer

El papel de las ADAMTSI en angiogénesis ha sido recientemente recapitulado en una
revision de nuestro propio grupo (Rodriguez-Manzaneque et al., 2015). Casi todas las
ADAMTSs son capaces de regular negativamente la angiogénesis. No obstante, a pesar

de que las ADAMTSs son capaces de regular la angiogénesis y por tanto el desarrollo
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del cancer no todas lo hacen a través del mismo mecanismo. Algunas de ellas incluso
participan en el desarrollo tumoral sin intervenir en la formaciéon de la vasculatura

(Kumar et al., 2012).

En relacion a la capacidad de promover la angiogénesis los tltimos estudios muestran
que ADAMTS2, ADAMTS5, ADAMTS8 ADAMTSY9 y ADAMTSI12 son capaces de
inhibir el desarrollo de la vasculatura mientras que ADAMTSI1, ADAMTS4 y
ADAMTSI3 son capaces tanto de inhibir como de promover la angiogénesis en funcion
del contexto y de los dominios que se vean implicados en cada momento. En los casos
de ADAMTSI, ADAMTS4 y ADAMTS9 su funcion es dependiente de su capacidad
para proteolizar sustratos mientras que no lo es en el resto de proteasas descritas. Sélo
en el caso de ADAMTSY9 no se ha descrito la liberacion de los dominios
trombospondina como parte de su capacidad para inhibir el desarrollo de la vasculatura
(Kumar et al, 2012). Un claro ejemplo de céomo funcionan las ADAMTSs es
ADAMTS4, ademas de ADAMTSI al que dedicaremos el proximo capitulo. Se ha
demostrado que los péptidos de TSR liberados de ADAMT'S4 son capaces de inhibir la
proliferacion de células endoteliales ademas de la proliferacion del endotelio inducida
por VEGF (Karagiannis and Popel, 2007). Su capacidad de inhibir la angiogénesis se
veria complementada por su habilidad de unir y secuestrar VEGF, similar a la de
ADAMTSI (Luque et al., 2003). En cuanto a su capacidad proangiogénica, la forma
completa de ADAMTS4 fomenta el desarrollo de la vasculatura mediante su capacidad
de proteolizar sustratos ya que un mutante del sitio catalitico no permite este desarrollo

(Rao et al., 2013).

Las ADAMTSs participan de manera activa en el desarrollo tumoral, bien sea por su
capacidad de modular la angiogénesis o bien por su capacidad de modificar la ECM,
funciones ampliamente ligadas entre si. Se ha descrito que 10 de las 19 ADAMTS
muestran valores de expresion alterados en tumores de mama comparados con tejido
sano. De hecho la mayoria de ellas muestra una disminucién de la expresion. Solamente
ADAMTS4, ADAMTS6 y ADAMTS14 estarian sobreexpresadas en estos tumores. No
obstante se comprob6 que ADAMTSI, ADAMTS8 y ADAMTSI5 también se
encontraban sobreexpresadas en carcinomas de cabeza y cuello y en lineas celulares
derivadas de éstos. En otros estudios encontraron que ADAMTSI, ADAMTSS,
ADAMTSS, ADAMTSY9 y ADAMTSI)5 se encontraban sobreexpresadas en nédulos

45



metastaticos mientras que se encontraban desregulados en sus respectivos tumores

primarios (Wagstaff et al., 2011).

5. ADAMTS1

La proteasa ADAMTS] (A4 Dusintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motif-1) fue
descrita por primera vez en 1997 por Kuno et al. buscando genes diferencialmente
expresados en un modelo de adenocarcinoma de colon que causa caquexia en ratones
(Kuno et al., 1997). Fue la primera proteasa descubierta de la que después seria una

amplia familia de 19 miembros descritos hasta hoy (Kumar et al., 2012).

ADAMTSI fue descrito como un mediador de la inflamaciéon pero desde su
identificacion hasta hoy se sabe que participa en una amplia variedad de procesos como
la formaciéon de los organos en la etapa embrionaria, en la angiogénesis y en la
ovulaciéon ademas de en situaciones patologicas como el cancer y la artritis (de Arao

Tan et al., 2013).

El gen de ADAMTSI se encuentra en el cromosoma 21 en humanos y posee un 81,7%
de homologia con el gen de raton. La traduccion de este gen da lugar a una proteina de
110kDa que guarda similitud de secuencia en un 83,4% con su homologo de ratén lo
que la convierte en adecuada en cuanto a facilidad para extrapolar los resultados

obtenidos en ratén a humanos (Vazquez et al., 1999).

ESTRUCTURA Y REGULACION

ADAMTSI posee una de las estructuras mas sencillas dentro de la familia de las
ADAMTSs. En ella se encuentran las regiones comunes descritas en el capitulo anterior
para la familia de las proteasas ADAMT'Ss y tan s6lo dos dominios trombospondina en

el dominio C-terminal.
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La forma completa de la proteina es proteolizada por furina antes de ser secretada
dando lugar a la forma activa de 87 kDa (Vazquez et al., 1999). Posteriormente puede
volverse a proteolizar por MMP2, MMP8 y MMP15 dentro de la regiéon espaciadora
produciendo una forma activa de 65 kDa y liberando dos dominios trombospondina
(Rodriguez-Manzaneque et al., 2000) (Figura 12). Ademas puede glicosilarse en cuatro

sitios (Kuno and Matsushima, 1998).
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Figura 12. Estructura de la protease ADAMTSI1 y sus distintas formas activas. Modificado de
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Rodriguez-Manzaneque, 2000.

Recientemente se ha descrito que ADAMTSI puede autoproteolizarse pudiendo tener

este corte efectos prometastaticos o antimetastaticos dependiendo del lugar de proteolisis

(Liu et al., 2006).

La expresion génica de Adamtsl se da en todos los tejidos siendo alta en corazon,
medula adrenal, placenta, musculo esquelético, glandula tiroides, estbmago y en el
embrién. Se dan bajos niveles de Adamtsl en el endometrio, en las células vasculares
del musculo liso y en algunas células endoteliales (Vazquez et al., 1999). Una gran
variedad de moléculas implicadas en inflamaciéon como IL-1, LPS, TNF-a inducen la
expresion de ADAMTSI (Kuno and Matsushima, 1998). La hipoxia también juega un
papel importante en la regulacion de ADAMTSI. Se ha descrito que los niveles de
expresion génica se elevan durante las primeras fases del infarto de miocardio. En
concreto se ha encontrado que las células endoteliales y el miocardio expresan altos
niveles de ADAMTSI principalmente en la zona infartada tres horas después de ocurrir
el infarto (Nakamura et al., 2004). El estudio del promotor de Adamtsl dio lugar al
descubrimiento de tres sitios de union de HIF (hipoxia inducible factor) a los que esta

proteina se unia en condiciones de hipoxia (Hatipoglu et al., 2009).
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La regulacion de la actividad de ADAMTS]1 también se da a nivel alostérico ya que su
unioén a proteinas de la ECM promueve su actividad agrecanasa como en el caso de su
unioén a fibulina-1 y fibronectina donde su capacidad proteolitica se ve aumentada en

diez y dos veces respectivamente (Lee et al., 2005)

FUNCIONES

Como proteasa la funciéon central de ADAMTSI es la de cortar componentes de la
matriz extracelular, principalmente proteoglicanos, ambos nidégenos ademas de
semaforina 3C o el inhibidor de proteasas TTFPI-2 (Canals et al., 2006; Lind et al., 2006;
Rodriguez-Manzaneque et al., 2002; Sandy et al., 2001; Torres-Collado et al., 2006).
Actualmente se ha podido relacionar también a ADAMTSI con la protedlisis de
IGFBP2 (Martino-echarri et al., 2014). La protedlisis de todos estos sustratos tiene

implicaciones fisiologicas que podrian ocasionar cambios en el desarrollo tumoral.

ADAMTS1 en angiogénesis

Por otro lado, ADAMTSI presenta una clara actividad regulando la angiogénesis. Se ha
observado que presenta dualidad de funciones ya que es capaz tanto de promover como
de inhibir la angiogénesis en situaciones fisiologicas y patologicas. ADAMTSI es capaz
de inhibir la angiogénesis de diversas maneras. Una de ellas es mediante su unién a
VEGT, lo que impide la activacién de su receptor VEGFR2 y el desencadenamiento de
rutas de proliferacion (Iruela-Arispe et al., 2003; Vazquez et al., 1999). Un segundo
mecanismo consiste en liberar dominios TSP-1, antiangiogénicos en si mismos, tras el
corte proteolitico de la propia ADAMTSI] (Rodriguez-Manzaneque et al., 2000). Por
otra parte, la forma completa de ADAMTSI puede actuar inhibiendo la angiogénesis.
En un estudio en el que usaron modelos de membranas corialantoidea de pollo (CAM,
chicken chornallantoic membrane) y retinas de ratén demostraron que la inhibicién de la
angiogénesis por parte de ADAMTSI en estos dos modelos animales era mayor que st
se anadian T'SP-1 6 endostatina de manera exégena (Vazquez et al., 1999). Finalmente,
en otro estudio se eliminé la expresion de ADAMTSI en células endoteliales mediante
el uso de siRNAs y se comprobd que ésto aumentaba la proliferacion in vitro de las
células por lo que ADAMTSI tendria un papel antiangiogénico dificultando la
proliferacion celular (Xu et al., 2006).

En cuanto a su capacidad proangiogénica se ha demostrado que ADAMTSI es

necesario para la migracion de las células endoteliales en ensayos de matrices de
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colageno y que durante las 3 primeras horas de la formacion de esta matriz su expresion

génica se ve aumentada de manera considerable (Su et al., 2008).

ADAMTS1 en céancer

La capacidad de ADAMTSI de participar en los procesos neoplasicos esta directamente
relacionada con su habilidad de regular el desarrollo angiogénico. Es por lo que, al igual
que en la angiogénesis fisiologica, ADAMTS] muestra un papel dual a la hora de

influenciar el desarrollo tumoral.

Hay que resaltar como primer aspecto que ADAMTSI presenta una expresion menor
en la mayoria de los tumores cuando se compara con el tejido sano adyacente. (de Arao
Tan et al., 2013). Con respecto a la expresion de ADAMTSI se ha encontrado una
expresion elevada en lineas celulares de uso cotidiano en la investigacion del cancer
como por ejemplo Hela y la linea de melanoma G361 (Vazquez et al., 1999).
Adicionalmente, estudios en cancer de pancreas, de NSCLC y de colén encontraron
que se producia un silenciamiento del gen Adamtsl en todos ellos por una
hipermetilacion del promotor. En el caso de los tumores de pancreas y de NSCLCs
vieron que un 75 y un 30% de las biopsias presentaban hipermetilacion frente a un 5 y
7% respectivamente en las muestras sanas (de Arao Tan et al., 2013). En este caso los
autores sugieren que conocer el estado de metilacion del gen Adamtsl podria servir

como biomarcador para predecir el desarrollo tumoral.

El papel antiangiogénico y antitumoral se ve plasmado en trabajos como el de Obika et
al, en el que se muestra que ADAMTSI retrasa el desarrollo tumoral mediante la
inhibiciéon de la angiogénesis, siendo ésta dependiente de la actividad catalitica de
ADAMTSI] (Obika et al., 2012). Guardan relacién con estos resultados los
descubrimientos por parte de Kuno et al. donde observaron que tanto la forma
completa de la proteina como las regiones proximas al extremo C-terminal, las que

contienen los dominios TSR, eran capaces de inhibir la metastasis (Kuno et al., 2004).

En el trabajo de Liu et al, sin embargo, exponen que la forma completa de ADAMTSI
aumenta los nédulos metastaticos mientras que los fragmentos en las regiones en el
dominio C-terminal resultantes de la autocatalisis de ADAMTSI son capaces de reducir

el niimero de metastasis que se presentan en dos modelos de carcinoma de mama y de
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pulmoén (Liu et al., 2006). En este estudio se confirma también que la actividad catalitica

de ADAMTSI es importante a la hora del desarrollo tumoral.

De manera analoga, en el trabajo de Reynolds et al., 2010 descubrieron que en el
modelo de raton Tcl de sindrome de Down aparecian tumores de menor tamafio y que
esto era debido a una menor vascularizacion. Hay que mencionar que los ratones Tcl
al 1gual que los pacientes de sindrome de Down portan una copia extra de un
cromosoma en el que casualmente se encuentra el gen Adamtsl. Por tanto, estos ratones
son considerados en este trabajo como sobreexpresores de ADAMTSI (Reynolds et al.,

2010).

Papel protumorigénico y prometastatico de ADAMTS1

En contraposicion, algunos trabajos demuestran que ADAMTSI tiene un papel
protumorigénico y prometastatico. En el estudio de Ricciardelli et al. obtuvieron un
ratén transgénico que desarrolla tumores de mama expontaneos MMTV-PyMT) que a
su vez era deficiente en ADAMTSI al cruzar un raton KO de ADAMTSI vy el ya
mencionado raton MMTV. Pudieron observar que los ratones KO desarrollaban
tumores de menor tamano que los correspondientes WT y que ademas la tasa de

metastasis era también menor en los animales KO.

En otro trabajo se comprob6 que la sobreexpresion de ADAMTSI en la linea tumoral
epitelial BZR producia un aumento del tamafio de los xen6grafos junto con un aumento
de la proliferacion celular. Los autores pudieron demostrar que este efecto estaba
asociado a una reacciéon estromal que conllevaba una mayor infiltraciéon de
miofibroblastos y una mayor deposiciéon de componentes de la matriz extracelular. Sin
embargo, no observaron la misma reaccién cuando se sobreexpres6 un mutante de
ADAMTSI con el sitio catalitico inactivado (Rocks et al., 2008b). En este caso ademas
se pone de manifiesto una comunicaciéon entre las células tumorales y estromales de
manera bidireccional en la que participa ADAMTSI]. En un caso similar de
comunicaciéon estroma-tumor, las células tumorales indujeron la secrecion de
ADAMTSI por parte de fibroblastos asociados al cancer (CAF, cancer associated fibroblasts)
en un modelo  vitro consiguiendo aumentar la invasividad de las células tumorales

(Tyan et al., 2012)..
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También se ha descrito que ADAMTSI posee un papel prometastatico. Un claro
ejemplo se obtuvo al inhibir ADAMTSI en las células de mama MDA-MD-231,
altamente metastaticas, las cuales presentaban una inducciéon de 18 veces en la
expresion génica de ADAMTS]I con respecto a las células poco metastaticas. En este
caso consiguieron revertir el progreso de la enfermedad tras la inhibicion asi como
reducir el tamafno del tumor secundario (Lu et al., 2009). Se ha documentado también
que el desarrollo de los tumores va apareado con un incremento en los niveles de
ADAMTSI, siendo su expresiéon mayor en los nédulos metastaticos que en los tumores
primarios. En concreto, en el trabajo de Casimiro et al. estudian este fenémeno en

cancer de mama con metastasis a hueso (Casimiro et al., 2012).

Por dltimo, se ha demostrado una relacion directa de ADAMTSI vy el fenomeno de
mimetismo vascular. En el trabajo de (Casal et al., 2010) se muestra un incremento en el
desarrollo tumoral en xendgrafos que sobreexpresan ADAMTSI en la linea celular HT-
1080. Sin embargo, este incremento de la masa tumoral es independiente de
angiogénesis. Sorprendentemente encontraron que la sobreexpresion de ADAMTSI
promovia el desarrollo de una red pseudovascular y que la capacidad de formar redes

pseudovascular i vitro es dependiente de ADAMTSI.

Toda esta informaciéon en su conjunto nos describe una imagen de ADAMTSI en la
que encontramos una proteina con funciones duales o ambiguas en cuanto a su
capacidad de inducir la angiogénesis y participar en el desarrollo tumoral y la metastasis
tal y como se muestra en los estudios mencionados. Esta ambigiiedad se ve influenciada
por los sustratos presentes en la ECM, las caracteristicas especificas del tumor y la
interaccion de las células del estroma y las células tumorales ya que ADAMTSI puede
tanto inducir como ser inducido por componentes del estroma. Por todo ello, se hace
necesario discernir entre las distintas discordancias que muestra ADAMTSI en los

distintos contextos a la hora de participar en el desarrollo tumoral.

No obstante, la ya mencionada dualidad junto con el hecho de que sea una proteasa
extracelular no hacen sino dificultar el estudio de esta proteina ya que los modelos
celulares bidimensionales, de uso comuin en biologia celular, no acaban de ser
apropiados para representan fielmente el estado de ADAMTSI en un contexto
fisiologico o patologico. Ademas del uso de cultivos celulares tridimensionales, con toda

su complejidad anadida para desarrollarlos, es significativo introducir en las
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investigaciones sobre ADAMTSI al raton ADAMTSI1 KO, en un intento de recapitular
todas las caracteristicas que influyen en el desarrollo tumoral y que venimos
mencionando a lo largo de toda esta introduccion: ADAMTSI, matriz extracelular,

vasculatura y microambiente tumoral.
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6. MODELOS DE ESTUDIO

RATON KO ADAMTS1

Para el desarrollo de nuestros estudios hemos hecho uso del ratén knock-out (KO) de
ADAMTSI. Actualmente existen diversos modelos de raton ADAMTS1 KO (Lee et al.,
2005; Mittaz et al., 2004; Shindo et al.,, 2000). En el modelo de Lee et al. (
ADAMTS [mIMila - MGI:3609982) los ratones portan una construcciéon que altera la
estructura del gen Adamts! eliminando los exones del 2 al 8 de un total de 9. Este ratén
se produjo por recombinacién homoéloga de un plasmido con contiene un casette PGK
en lugar de los exones eliminados. En el modelo de Shindo et al. (ADAMTS1tm1Hku,
MGI:2156168) sustituyeron los exones 3 y 4 de Adamtsl, que codifican el dominio
metaloproteinasa, por un cassette de PGK vy en Mittaz (ADAMTS]tmIMapr
MGI:3574351) et al. eliminaron el ex6n 2 dando lugar a una proteina truncada que sélo
codificada el domino del péptido senal y el propeptido, el extremo N-terminal, de

ADAMTSI.

Todos ellos estan se han derivado de ratones C57BL/6 y s6lo el modelo descrito en Lee
et al. mantiene ademas una linea en BALB/c. A diferencia de otras proteasas, incluso
dentro del grupo de las ADAMTSs, la inactivaciéon genética de ADAMTS produce un
gran numero de alteraciones fenotipicas en los ratones destacando la letalidad
embrionaria en alrededor del 40% de los animales KO. De entre todos los ratones
desarrollados es en Shindo et al. donde se hace una mayor caracterizaciéon de las
alteraciones en la anatomia de estos ratones. Cabe destacar de entre todas ellas la
disminucién en el tamafo corporal, la disminuciéon de la cantidad de tejido adiposo
(pudiendo estar directamente asociada a la anterior), malformacion del rinén, del ovario
tanto en hembras heterocigotas como en KO, asi como esterilidad en estas tultimas. En
cuanto a la reproducciéon también se ve afectado el tamano de las camadas debido a
dificultad en la implantacién de los embriones. Todas las deficiencias que observaron los

autores se resumen en la Tabla 2.

Los ratones ADAMTS] KO se han utilizado poco en investigacion y hasta hoy

solamente se contabilizan dos trabajos que guarden relacién con angiogénesis y cancer.
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En el primero de ellos, publicado en 2006, se describi6 que ADAMTSI es capaz de
cortar T'SP1 y 2 durante un ensayo de curaciéon de herida. En los ratones KO esta
herida presentaba niveles mas bajos de TSPl y 2 proteolizado asi como una mayor
densidad vascular. Por tltimo observaron que mientras que en los animales WT la
herida estaba completamente cerrada, en los animales KO atn permanecia abierta. En
este estudio pudieron concluir que ADAMTSI tenia un papel antiangiogénico (Lee et

al., 2006).

En el segundo de ellos el grupo de Darryl Russell (Universidad de Adelaida, Australia)
mostraba el efecto de ADAMTSI en el desarrollo de tumores de mama en ratones
MMTV-PyMT, previamente cruzados con una cepa de ADAMTS KO, donde los
tumores aparecen de manera espontanea. Los ratones MMTV-PyMT producen
antigenos T del virus del polioma (Polyoma virus Middle T antigen) bajo el control del
promotor del virus tumoral mamario de raton (Mouse Mammary Tumor Virus). La
expresion de este antigeno tiene como resultado la transformacion del epitelio mamario
y el desarrollo de adenocarcinomas multifocales asi como lesiones metastasicas en los
nodulos linfaticos y en los pulmones. El desarrollo de la enfermedad en estos animales es
muy similar a en humanos. Estos investigadores encontraron que los tumores generados
en los animales KO eran de menor tamano y se encontraban en una fase temprana de
desarrollo en comparaciéon con los que encontraban en los ratones WT. Al mismo
tiempo, los animales W'T presentaban metastasis pulmonares de mayor tamano y en un
mayor numero que los animales KO. Todo ello en su conjunto hacia que la
supervivencia de los ratones KO fuese mayor que la de los animales WT por lo que,
hasta este punto, podriamos decir que ADAMTSI es un inductor del desarrollo tumoral
en este tipo de neoplasias. Un analisis posterior de los tumores obtenidos mostré que no
habia diferencias en cuanto a vasculatura tumoral entre los animales WT y KO pero si
que observaron un mayor numero de células en apoptosis en los tumores producidos en
animales KO. Finalmente demostraron que los tumores WT presentaban una mayor
cantidad de versicano cortado. Los fragmentos G1 y G3 de versicano son capaces de
promover el la proliferaciéon tumoral mediante la activaciéon de receptores EGF y la

interaccion con acido hialurénico (HA, hyaluronic acid) (Ricciardelli et al., 2011).
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TEJIDO ADIPOSO
Disminucion de la cantidad de grasa total
ENDOCRINO
Morfologia anormal de la medula adrenal
Disminuciéon del ntmero de foliculos
ovaricos maduros
TAMANO-CRECIMIENTO
Disminucién del peso corporal
HOMEOSTASIS-METABOLISMO
Homeostasis/metabolismo
Disminuciéon de los niveles de cloro, sodio y
potasio en la orina
RINON Y SISTEMA URINARIO
Morfologia anormal del borde
corticomedular el rinén
Morfologia anormal del uréter
Ausencia de papila renal
Hipoplasia de la papila renal
Dilatacion del caliz renal
Morfologia ureteropélvica alterada
Unidn ureteropélvica obstruida
Politirea
Atrofia de la corteza renal
Atrofia de la médula renal
Hidronefrosis
SISTEMA REPRODUCTIVO
Disminuciéon del ntmero de foliculos
ovaricos maduros
Dilatacion del atero
Quistes uterinos
Implantacion del embrion dificultada
Reduccion de la fertilidad
Disminucién del tamano de la camada
MORTALIDAD-ENVEJECIMIENTO
Letalidad perinatal parcial

Letalidad posnatal parcial

2222 2 2 2 =2 2 2 < 2 Z < =2

2

2L 2 2 2 2

\/
\/

< Z

2

222 2 2 2 =2 2 2

\/

\/
\/

Tabla 2. Defectos fenotipicos observados en los ratones KO. N= NORMAL. Modificado de Blake JA,

Bult CJ, Eppig JT, Kadin JA, 2014.
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MODELO CELULAR DE MELANOMA: B16F1

La linea celular B16 se derivd de melanomas

SUBCUTANEOUS . . i N .
TUMOUR primarios de raton en los anos 70 (Fidler, 1973).

line }M IN C57 MOUSE
Do, . .

26 % ey g En concreto, se produjo a partir de melanomas
| , .
und espontaneos de una cepa de C57Bl/6. A partir

P p p

27 ™~ /.,

de éstas se seleccionaron algunas variantes en

28

lung ., . o
/ funcion de su capacidad metastasica y de su

\Iy

susceptibilidad a ser destruidas por el sistema

B / “ e inmune (Fidler and Fidler, 1975; Fidler et al.,

‘ [N £ Iung 1976) (Figura 13). Las mas utilizadas en el

30 ./ “ laboratorio son las parentales BI6F1, un clon
~d

de baja capacidad metastatica denominado
Figura 13. Representaciéon del modelo de B16F0 y un clon con alta capacidad metastatica

seleccion de 1las diferentes sublineas .

metastasicas de B16F1. Extraido del articulo llamado BI6F10 que  s€ obtuvo tras varias
iginal (Fidler, 1973 ., , .

original (Fidler ) rondas de producciéon de metéstasis en ratones

y aislamiento y reinoculaciéon de las células procedentes de la metastasis en nuevos

ratones (Fidler, 1973).

Las células B16 son capaces de formar “vessel-like structures” cuando se siembras en
diferentes sustratos como colageno o Matrigel. Esta caracteristica y el hecho de que son
singénicas con nuestros ratones ADAMTS] KO convierte a las células BI6F1 en un
buen candidato para el estudio del desarrollo tumoral y su relacioén con las vasculatura y

el fendmeno de mimetismo vascular.

En cuanto a morfologia y desarrollo tumoral, los tumores producidos en un modelo
subcutaneo suelen alcanzar 1 cm? entre 14 y 21 dias. Generalmente, después de
alcanzar este volumen suelen necrotizarse en el centro, a ulcerarse y a sangrar por lo
que no es recomendable dejarlos desarrollarse mas ya que se esta perdiendo el material

de estudio y se hace sufrir al animal de manera innecesaria (Overwijk and Restifo,

2001).

Respecto a la respuesta inmune de las BI6F1, se ha comprobado que estas células son
M
poco o nada inmunogénicas cuando producen tumores. No se conoce todavia a ciencia

cierta el motivo de esta baja respuesta inmunologica pero se piensa que la baja
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expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo 1 (MHC, maor
histocompatibility complex) por parte de estas células puede estar entre las causas. Los
tumores generados a partir de BI6F1 son, ademas, bastantes resistentes al tratamiento
con IL-2 que es uno de los tratamientos para el melanoma metastasico (Overwijk and

Restifo, 2001).

Para nuestras investigaciones sera interesante tener en cuenta que las células de
melanoma producen una serie de proteinas llamadas MDA (melanoma differentiation
antigens) que contienen una serie de antigenos capaces de ser reconocidos por los
linfocitos T. En este grupo podemos encontrar proteinas como gpl00, Tirosinasa,
Melan-A, y TIRP-1 y 2, entre otras. Es interesante mencionar que tanto Tirosinasa
como TIRP-1 y 2 median la produccion de melanina, lo que las convierte en
marcadores muy relevantes de este tipo celular (Overwijk and Restifo, 2001). Podremos

usar moléculas en los distintos experimentos como marcadores de melanoma.
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JUSTIFICACION

La angiogénesis es un elemento clave necesario para el desarrollo tumoral y la
metastasis. Para que se produzca el desarrollo de una red vascular en los tumores
nacientes es imprescindible la remodelacion de la matriz extracelular existente. Esta
remodelacion es llevada a cabo por metaloproteasas de la matriz las cuales, durante este
proceso, modifican ademas la funciéon de otros componentes celulares entre los que se
incluyen algunos factores de crecimiento, receptores celulares y citoquinas configurando
asi el microambiente tumoral. Una de las proteasas implicadas directamente en el
desarrollo angiogénico y en esta remodelacion es ADAMTSI1. No obstante, no se
conoce con exactitud cuando y como modula esta proteina el desarrollo angiogénico v,
de hecho, hasta la fecha se le han atribuido distintos mecanismos tanto pro- como
antitumorigénicos. Por ende, se desconoce en qué situaciones inducird o reprimira el
desarrollo tumoral y la metastasis. Como dificultad anadida, ademas de la angiogénesis,
existen mecanismos alternativos de vascularizacién tumoral y es concretamente en uno
de ellos, el mimetismo vasculogénico, donde se ha demostrado recientemente la
implicaciéon de ADAMTSI. En la Gltima década se ha podido asociar el mimetismo
vasculogénico a determinados tipos de tumores, entre los que sobresalen el melanoma y
el glioblastoma. (Francescone et al., 2012; Hendrix et al., 2003). De igual modo,
ADAMTSI se ha descrito como una de las proteinas que influyen y posibilitan el
desarrollo del mimetismo vasculogénico (Casal et al., 2010). Es por todo ello que
intentaremos indagar en el papel que desarrolla ADAMTSI en angiogénesis haciendo

uso de un raton ADAMTS KO como herramienta principal.
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OBJETIVOS

En nuestros estudios nos centramos en:

1. ANALIZAR EL PAPEL DE ADAMTS] EN UN MODELO CELULAR DE
MELANOMA

a. Caracterizar la linea celular B16F1 y sus propiedades de plasticidad tumoral
en cultivos en Matrigel.

b. Evaluar la interacciéon entre las células tumorales BI6F1 y las células
endoteliales en la formacion de estructuras similares a endoteliales.

c. Estudiar la influencia de ADAMTSI en las propiedades plasticas de la linea
tumoral B16F1.

2. ANALIZAR EL PAPEL ANGIOMODULADOR DE LA METALOPROTEASA
ADAMTS] Y SU RELACION DIRECTA CON EL DESARROLLO
TUMORAL.

a. Analizar el papel de ADAMTSI en el microambiente tumoral haciendo uso
de ratones KO para ADAMTSI.

b. Comprobar la capacidad angiomoduladora de ADAMTSI en el desarrollo
tumoral.

c. Identificar los cambios producidos en la vasculatura y sus consecuencias en el
desarrollo tumoral.

3. ESTUDIOS DE ADAMTS]I Y OTRAS PROTEASAS EN TUMORES
HUMANOS

a. Analizar la expresion génica de distintas proteasas en tumores de mama
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ADAMTS1 Y SU IMPLICACION EN EL FENOMENO DE
MIMETISMO VASCULOGENICO: APROXIMACIONES IN
VITRO

Caracterizacion molecular del fenotipo similar a endotelial en B16F1
frente a otros tipos celulares

Se ha descrito que algunas células de melanoma, implicadas directamente en fenémenos
de mimetismo vasculogénico, sobreexpresan una serie de moléculas de naturaleza
endotelial entre los que encontramos: Tiel, Efrina A2, VEGF-C, VE-cadherina,
Endoglina, TFPI-1, Laminina C2, Fibronectina 1, Colageno 402 (Hendrix et al., 2003).
En nuestro caso quisimos evaluar mediante qPCR la expresion de estos marcadores en
nuestra linea tumoral de interés, BI6F1. Ademas decidimos analizar una linea tumoral
de pulmoén que muestra una baja capacidad de formar redes pseudovasculares, LLC
(Lewrs lung carcinoma) ademés de un clon poco metastasico de B16, B16F0. Incluimos
como control en este experimento una linea endotelial primaria (MAEC, mouse aortic
endotelial cells), una muestra de tejido de raton (pulmoén) para poder comparar con los
niveles fisiologicos, y una linea celular endotelial de cerebro (Bend, brain endothelial cells).
El analisis de BI16F1 y su comparaciéon con LLC, ademas de por sus capacidades de
formar redes pseudovascuslares, es especialmente relevante por el hecho de compartir el
mismo trasfondo genético que nuestros ratones ADAMTS] KO (C57Bl/6) lo que
permitira hacer ensayos singénicos de formacion de tumores. Al mismo tiempo, y de
acuerdo con trabajos previos que demuestran la contribucion de ADAMTSI a la
plasticidad de células de sarcoma y melanoma (Casal et al., 2010), estudiamos la
expresion de Adamts! y de algunas moléculas relacionadas como, Fibulina 1, y los

sustratos de ADAMTSI1 TSP-1, Nidégeno 1, Niddgeno 2y Versicano en estas lineas celulares.

Este analisis demuestra, primero, que los marcadores de plasticidad tumoral presentan
niveles bajos de expresion en las células tumorales de melanoma B16F1 y BI16F0.
Solamente el Coldgeno 4a2 y el Vegf C parecen presentar los niveles de expresion descritos
en lineas de melanoma humano (Hendrix et al., 2003) donde las células B16F1
presentan mayores niveles de expresion que las poco metastasicas, en este caso las
B16F0. Es también interesante sefialar que entre todos estos marcadores la VE-

cadherina tiene un papel especial ya que se ha descrito que su presencia es necesaria
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para formar estas redes y que, de hecho, si se elimina las células pierden su capacidad de
formar estructuras pseudovasculares (Hendrix et al., 2001). En el caso de nuestras
células tumorales no somos capaces de detectar expresion de VE-cadherina en ninguna
de ellas. Como controles positivos, confirmamos que esta altamente expresada en las

células endoteliales de raton y en la linea celular endotelial Bend (Figura 14).

En relacion a ADAMTSI, observamos que esta expresado en las diferentes lineas
celulares y que sin embargo sus sustratos presentan niveles bajos de expresion. Solo
LLC y BEND expresan niveles medibles de Niddgeno 1, siendo los de LLC casi iguales a
los del tejido pulmonar. Para el Versicano, las LLC muestran una alta expresion. Las
moléculas relacionadas con ADAMTS]I presentarian niveles detectables de expresion

siendo relevantes en el caso de Fibulina 1.

Estos resultados muestran que nuestra linea celulares de interés, BI6F1, no muestra
altos niveles de expresion de los marcadores de plasticidad tumoral analizados tal y

como se habia descrito previamente para lineas de origen humano.
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Figura 14. Panel de expresion génica en lineas celulares de melanoma, carcinoma de pulmoén y
células endoteliales. En la linea superior y central se muestran los marcadores relacionados con mimetismo
vasculogénico. En la linea inferior se encuentran los sustratos de ADAMTSI] y moléculas relacionadas con
ADAMTSI.
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Caracterizacion de las propiedades de plasticidad tumoral y su
relaciéon con la expresiéon génica en células BL16F1 y LLC

La capacidad de las células de melanoma de formar redes similares a endoteliales se ha
descrito con anterioridad (Maniotis et al., 1999). Ademas se ha documentado este
fenémeno para células BI6F1 (Francescone III et al., 2011) aunque esta habilidad no ha
sido estudiada en profundidad en cuanto a marcadores moleculares y su
comportamiento. Es por esto que decidimos ver si se producian cambios en la expresion
de los marcadores estudiados anteriormente al hacer cultivos tridimensionales en
Matrigel de B16F1 y LLC. El Matrigel es una mezcla heterogénea de componentes de
la matriz extracelular, extraidos a partir del sarcoma murino EHS, que se utiliza
comunmente para evaluar propiedades de células endoteliales en un contexto 3D frente
a los cultivos 2D mas clasicos. Ademas estudiamos la morfologia y la disposicién en
cuanto a la formacion de estructuras de las distintas redes vasculares formadas. Como

control de formacién de estructuras utilizaremos unas células endoteliales humanas

(HUVEQ).

La evaluacion microscopica de estos cultivos revela que los distintos tipos celulares no
parecen mostrar diferencias estructurales entre si cuando tenemos en cuenta tiempos
bajos (3 horas) (Figura 15). Sin embargo, si que podemos observar patrones distintos de
disposiciéon y de formacioén de estructuras similares a endoteliales a 6 horas y sobre todo
a 24 horas. A las 6 horas, las células endoteliales (HUVEC) mostrarian células elongadas
que unen los distintos puntos de ramificaciéon entre si formando un bucle. Ademas, los
limenes centrales de estos bucles tendrian una forma menos redondeada que aquellos
observados en las células de melanoma. Este efecto es mucho mas llamativo cuando se
observa en cultivos después de 24 horas. Es en este momento cuando encontramos en
los cultivos endoteliales células completamente elongadas uniendo los puntos de
ramificacion y formando bucles completamente poligonales. En el caso de las células de
melanoma B16F1, los bucles son elipticos y son pocas las ramificaciones donde se
encuentran células aisladas formando una elongacion que una los distintos puntos de
ramificaciéon entre si. Cabe remarcar que las LLC parecen estar mas retardadas en
cuanto a la formacion de estas estructuras a las 6 horas y sin embargo no son capaces de
finalizarlas ni mantenerlas a las 24 horas. Lo esperado para estas células es que no
formasen ningtn tipo de estructura por lo que podemos entonces utilizarlas como

control negativo.
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HUVEC B16F1 LLC

Figura 15. Formacion de redes pseudovasculares por las lineas celulares HUVEC, B16F1 y LLC al
cultivarlas en Matrigel. Visualizacién en campo claro de los cultivos mantenidos en Matrigel durante 24 horas.
2D hace referencia a cultivos bidimensionales que se utilizaron para mostrar que estos cultivos crecen en monocapa

de manera estandar. Escala = 200 um.

El analisis de marcadores moleculares en los distintos tiempos mostr6é diferencias
significativas entre las células de melanoma B16F1, capaces de formar redes similares a
endoteliales estables, y las células de carcinoma de pulmoén LLC cuya capacidad para

formar estas redes parece ser limitada (Figura 16).
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16. Expresion génica de cultivos celulares de B16F1 y LLC en Matrigel a 3h, 6h y 24h. Las

En estos analisis podemos observar que, por ejemplo, para Adamts! el comportamiento

de las distintas lineas celulares es diferente entre las que son capaces de formar redes y

las que no. Mientras que en B16F1 aumentan los niveles de AdamtsI con el tiempo, en
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LLC estos niveles disminuyen a 3 y 6 horas. En ambos casos los niveles son similares a
los que tienen las células en cultivos bidimensionales cuando transcurren 24 horas. El
resto de genes muestran un comportamiento similar en cuanto a que su expresion varia
con el tiempo, bien sea sobreexpresandose o subexpresandose, generalmente volviendo
a niveles similar a los obtenidos en cultivos bidimensionales. Los resultados indican que,
salvo el Coldgeno 4a2, todos los genes estudiados se inducen en algin momento tras ser
sembradas en Matrigel. En este caso, podemos observar que los niveles de expresion de
moléculas relacionadas con fenémenos de mimetismo vascular aumentan, en
consonancia con lo descrito anteriormente para células humanas (Hendrix et al., 2003).
En el caso de las LLC, no se encuentra una clara correspondencia entre estos
marcadores de plasticidad tumoral y su capacidad de formar redes similares a

endoteliales.

En alusion a Adamtsl, st que concuerda su sobreexpresion con lo que cabria esperar y en
consonancia con lo ya descrito en cuanto a que Adamtsl es necesario para la formacién
de estas redes (Casal et al.,, 2010). Los sustratos y moléculas relacionadas con
ADAMTSI parecen desregularse de manera general tras el cultivo de células tumorales

en Matrigel. Solamente Nidogeno | aparece sobreexpresado en células B16F1.

Este hecho pone de manifiesto que el contexto en el que se encuentran las células
modifica su expresiéon génica y que puede ser importante a la hora de estudiar
fenébmenos de mimetismo vasculogénico. Si bien en el experimento anterior donde
sembrabamos las células en formatos bidimensionales no conseguiamos correlacionar
estos marcadores con la capacidad de formar redes similares a endoteliales si que parece

que al analizarlos en configuraciones tridimensionales obtenemos un resultados positivo.
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Cocultivo de B16F1 y HUVECS: comportamientos diferenciados

En un intento de simular las condiciones fisiologicas en las que ocurre el fenomeno de
mimetismo vasculogénico decidimos cocultivar células endoteliales y tumorales para
evaluar como era su comportamiento en cuanto a capacidad de formar redes similares a

endoteliales y a la expresion de algunos marcadores de interés.

HUVEC B16F1 COCULTIVO

Figura 17. Formacién de redes similares a endotelial en cultivos de Matrigel. Visualizacién en campo
claro de los cultivos mantenidos en Matrigel Se plaquearon 50.000 células por pocillo en 25 wl de Matrigel durante

el tiempo indicado. En el caso de cocultivo se sembraron 50.000 células por pocillo en un ratio 1:1. Escala = 200 um

Podemos ver claramente en este experimento (Figura 17) que a las 3 horas de la
siembra es casi imposible distinguir los tipos celulares ya que su morfologia y disposicion
es muy similar. Es a partir de las 6 horas cuando podemos diferenciar las HUVECs del
resto por las caracteristicas de elongacion y disposiciéon ya comentadas en la Figura 15.
Es importante resaltar que a punto final (24 horas) los cocultivos de HUVECs y células
tumorales presentan una morfologia y disposicion celular que podriamos clasificar como
intermedia entre lo que ocurre en los monocultivos respectivos. Podemos observar un
alto nimero de ramificaciones con células dispuestas de manera elongada y a su vez un
tipo de bucle circular, mas parecida al monocultivo de células tumorales B16F1 que al

de células endoteliales. De manera relevante, el analisis de estos ensayos mediante un
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software especializado, Wimtube (Wimasis, Alemania) (Ver Materiales y Métodos),

corroboroé nuestras primeras observaciones (Figura 18).
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Figura 18. Analisis morfométrico de cocultivos de células endoteliales y tumorales sembradas en
Matrigel. A, IFigura representativa del analisis del programa informatico sobre células endoteliales. B,
Cuantificacién de los parametros obtenidos tras el analisis informatico.

En linea con las observaciones ya mencionadas, el andlisis informatico muestra que, a
las 3 horas del cultivo, todos los parametros estudiados tienen valores muy similares
mientras que sin embargo a las 24 horas el cocultivo presenta un valor intermedio entre
los monocultivos de HUVECs y B16F1 siendo muy claro en los parametros del area
cubierta por todas las células que componen la red y area media los bucles que

componen la red (Figura 18B).
Estos resultados sugieren que hay un fenémeno de adaptaciéon en el que las células

tumorales y endoteliales trabajan de manera coordinada para formar una estructura

hibrida con caracteristicas de ambos tipos celulares.
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Distribucion de células endoteliales y tumorales en los cocultivos

Una vez caracterizada la formacién de estructuras en los cocultivos, decidimos ver si las
células de distintos origenes presentaban alguna disposicion predominante. Para ello
infectamos las células B16F1 con un lentivirus que expresa la conocida proteina verde
fluorescente (GFP) y marcamos las células endoteliales con una sonda roja fluorescente
citoplasmatica (Cell Tracker™, LifeTechnologies, EE.UU.) (Figura 19). Los resultados
muestran que tanto las células tumorales como las endoteliales se distribuyen alrededor
de toda la red vascular sin adquirir una posicion predominante ni en los puntos de
ramificaciéon ni en las ramas. Este tipo de marcaje nos permite observar ademas
cambios en la morfologia de las células tumorales cuando se siembra en cocultivos. En el
monocultivo de células tumorales podemos observar como éstas mantienen una forma
redondeada y s6lo unas pocas adquieren la morfologia alargada de las células
endoteliales. En cambio, en el caso de los cocultivos, las células tumorales que adquieren
una tipologia alargada aumentan en nimero y se distribuyen de forma paralela a las
células tumorales. Estos resultados sugieren que al cocultivar las células tiene lugar un
fenébmeno comunicacion entre ellas que hace que las células tumorales adquieran en

mayor medida un fenotipo similar al endotelial.

HUVEC- Cell Tracker™
B16F1-GFP

HUVEC- Cell Tracker™ B16F1-GFP

Figura 19. Disposiciéon de células endoteliales y tumorales formando estructuras similares a

endotelial en Matrigel. Marcaje fluorescente de HUVECs en rojo y B16F1 en verde. Escala = 100 wm.

Expresion génica en los cocultivos: papel de ADAMTS1

Teniendo en cuenta que nuestras células en cocultivo provenian de organismos distintos
podiamos analizar los niveles de expresion génica de cada uno de los tipos celulares por
separado y en conjunto pudiendo discernir la aportaciéon de cada uno en el cocultivo.

Para ello diseamos cebadores especificos de genes de raton y humano con la
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particularidad de no hibridar con la otra especie. En estos andlisis nos enfocamos
principalmente en Adamtsi, Nidigeno 1 y 2, Ve-cadherina y Endoglina. Los primeros por ser
nuestra molécula de interés y dos de sus sustratos mas relevantes, mientras que VE-
cadherina y Endoglina por considerarse relevantes en la formacion de redes vasculares y
en el proceso angiogénico (Fonsatti et al., 2010). Tanto Endoglina como VE-cadherina
se encuentran ademas sobreexpresadas en células tumorales que forman estructuras

similares a endotelial (Hendrix et al., 2003).
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Figura 20. Expresion génica de células HUVEC y B16F1 en cocultivo y su comparativa con el
monocutivo. 500 ng de RNA se retrotranscribieron a cDNA y se amplificaron mediante la técnica de qPCR

utilizando cebadores especificos de ratén para los genes indicados en los paneles.

De los resultados obtenidos podemos sefialar que la mayoria de genes estudiados se
expresan de igual manera con el tiempo en las células independientemente de estar
cultivadas en cocultivos o en monocultivo. No obstante, son llamativos el caso de
Adamts] en las células HUVEC donde podemos ver que en el monocultivo su expresion

disminuye con el tiempo, tal y como se habia mostrado en experimentos anteriores. Sin
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embargo, puede apreciarse que en el cocultivo el nivel de Adamts] en estas células se
mantiene alto con el paso del tiempo. Esto apoya la idea de que existe un fenémeno de
comunicacion celular en el que se veria implicado ADAMTSI. Los sustratos de
ADAMTSI, Nidoégeno 1 y 2, no sufririan cambio en su expresiéon ni en las células
tumorales ni en las endoteliales al igual que VE-cadherina, cuyos niveles en las células
tumorales son bajos y cast despreciables. Es llamativo el caso de la Endoglina ya que no
sufre ningun tipo de variaciéon en su expresion en las células endoteliales, pero si en las
células tumorales al sembrarse en cocultivo. Al ser ésta un correceptor del receptor

TGF-8 la hipotesis de comunicacion intercelular cobra mas sentido.

Interferencia de Adamts1 en células B16F1

En linea con nuestro interés general en la proteasa ADAMTSI, sobre todo por su
mmplicacion en el fenémeno de la plasticidad tumoral (Casal et al., 2010), y ante los
resultados mostrados aqui, que indican que Adamtsl sufre una sobreexpresion en las
células, tanto endoteliales como tumorales, al ser sembradas en Matrigel, decidimos
inhibir la expresion de Adamts] en las células tumorales para ver cual era el
comportamiento de éstas ante la falta de la metaloproteasa. Para ello utilizamos un
shRNA que introducimos en las células mediante el uso de lentivirus (ver Materiales y
métodos). Comprobamos que la disminucién de los niveles de ADAMTS] se daba tanto
a nivel génico (Figura 21A) como proteico (Figura 21B-C). Posteriormente
caracterizamos las capacidades invasivas y proliferativas de estas células, no sélo para
evaluar el posible papel directo de ADAMTS]I en estos procesos celulares, sino también

de cara a experimentos posteriores mas complejos tanto in vivo como 1in vitro.
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Figura 21. Niveles de expresion génica y de protéina en células B16F1 tras la infeccion de un
lentivirus que porta un shRNA contra Adamisl. A, Nivel de expresion del gen Adamts] medido por qPCR.
500 ng de RNA se retrotranscribieron a cDNA y se amplificaron mediante la técnica de qPCR utilizando cebadores
especificos de ratéon. B, Nivel de proteina medido por WB. C, Cuantificaciéon densitométrica de los niveles de proteina
medidos en B.

76



Efecto de la interferencia de Adamts1 en caracteristicas funcionales:
formacion de redes similares a endoteliales

Una vez probada la interferencia de Adamts! lo mas inmediato es probar la capacidad
de estas células para formar redes vasculares. Para ello seguimos las mismas directrices
que en experimentos anteriores en Matrigel (Figura 22A). A pesar de que el primer
analisis visual no mostraba diferencias en el comportamiento de las distintas células,

analizamos las imagenes capturadas al analisis con la plataforma informatica Wimasis.
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Figura 22. Formacién de redes similares a endotelial por parte de células B16F1 interferidas para
Adamisl y sus respectivos controles. A, Se sembraron 50.000 células por pocillo en 25 ul de Matrigel

durante 24 horas. Escala = 200 wm. B, Cuantificacién de los parametros indicados tras el analisis informatico.

77



Esta evaluaciéon tampoco mostré ningun parametro que se viese modificado por la

dis

minucion en la expresion de Adamts] en las células tumorales (Figura 22B). Por las

particularidades de este ensayo, decidimos desafiar la capacidad que tienen estas célula

de

formar redes vasculares disminuyendo el ntimero de células sembradas, y ver

entonces si éramos capaces de observar diferencias o no. Para ello disminuimos la

densidad celular a 20.000 células por pocillo (Figura 23A). En este caso descubrimos

que las células interferidas si que mostraban una variacién en los parametros analizados,

generalmente apreciables a las 24 horas. Es muy llamativa la disminucién en los puntos

de

ramificacion, el numero de bucles y el area de los bucles, lo que en resumen

demuestras que ADAMTS]I participa en la formacién de estructuras.
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Figura 23. Formacién de redes similares a endotelial por parte de células B16F1 interferidas
para Adamisl y sus respectivos controles. A, Se sembraron 20.000 células por pocillo en 25 ul de

Matrigel durante 24 horas. Escala = 200 wm. B, Cuantificaciéon de los parametros indicados tras el analisis



Efecto de la interferencia de Adamts1 en caracteristicas funcionales:
proliferaciéon y migracion

Para medir la capacidad proliferativa e invasiva de las células hicimos uso de la
plataforma Xcelligence, (mas detalles en Materiales y métodos). Los datos obtenidos
muestran que la proliferacion celular se mantiene estable a pesar de la interferencia de
Adamts] (Figura 24A). En cuanto a la migracién, decidimos probar esta habilidad de
nuestras células en ensayos sin sustrato alguno y en presencia de colageno4a? ¢
Matrigel. Los datos muestran que hay un leve aumento de la migracién en las células
interferidas con respecto a las células parentales, independiente de sustrato (Figura
24B). Este aumento de la invasion al inhibir Adamts] ya se ha observado previamente en

otros trabajos con células tumorales (Freitas et al., 2013).
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Figura 24. Medida de las capacidades celulares de proliferacion e invasion. A, Proliferacién de las
células B16I'1 y las correspondientes células interferidas durante 72 horas. B, Medicion de la migracion celular en los
distintos sustratos indicados.

Capacidad de movilidad e influencia del cocultivo en las células
interferidas

Por otro lado, medimos la movilidad de las células en Matrigel a tiempo real. En este
ensayo incluimos el analisis de cocultivos pudiendo asi medir la influencia de la
comunicacion intercelular en el desarrollo de las redes vasculares. Para ello cultivamos
las células B16F1 interferidas y marcadas con GFP junto con HUVECs que expresan
dsRED ademas de los controles sin interferir. Seguimos la evolucion de la formacion de
redes similares a endoteliales mediante microscopia i viwo cada 20 minutos durante 18
horas. Posteriormente, haciendo uso del programa informatico Metamorph 7 fuimos

capaces de medir la velocidad de movimiento de las células (Figura 25A).

En esta serie de datos podemos identificar que las células tumorales interferidas se
desplazan mas rapidamente que las células no modificadas. En segundo término se

puede observar una situacion llamativa en los cocultivos y es que las células endoteliales
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disminuyen su velocidad hasta casi la mitad .En el caso de las células tumorales, la
sembrarlas con células endoteliales produce un aumento de la velocidad de
desplazamiento con respecto a las células tumorales en el monocultivo. A diferencia de
las células controles, las células interferidas no aumentan la velocidad de desplazamiento

ya que de por si, las células se mueven a mayor velocidad (Figura 25B).
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Figura 25. Formacién de redes similares a endoteliales en Matrigel. A, Figura representativa del
movimiento celular de células HUVEC y su andlisis en el programa informatico Metamorph 7. B, Cuantificaciéon de
la velocidad celular en los cultivos en matrigel de células HUVEC, B16F1 y B16F1 interferidas para Adamts1.
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Evaluacion del citoesqueleto ante la interferencia de Adamts1.

En otros trabajos se ha comprobado que la interferencia de Adamis! produce una
perdida de adhesion de las células entre si formando éstas estructuras mas fragiles y
menos estables (Casal et al., 2010). Es por ello que decidimos comprobar si en nuestro
modelo también ocurria. Para ello cultivamos las células en Matrigel y tefiimos las fibras
de actina con Faloidina- Texas Red. Este compuesto se une a las fibras de actina del
citoesqueleto permitiendo ver las zonas de contacto célula-células. En nuestro caso, a
diferencia del trabajo de Casal et al., no conseguimos observar diferencias en la
disposicion de las fibras de actina (Figura 26). Esto sugiere que la disminucion de los

niveles de ADAMTSI no dificulta la adhesion entre células tumorales.

B16F 1

B16-shSCR B16-shAts1

Figura 26. Distribuciéon de las fibras de actina en cultivos tridimensionales de células de

melanoma B16F1 y sus correspondientes células interferidas y controles. Se sembraron 50.000
células por pocillo y se tificron con Faloidina-Texas Red y DAPI. Escala = 100 um. Escala en magnificacién = 50

um.
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PAPEL DE ADAMTS1 EN EL DESARROLLO TUMORAL.
IMPLICACIONES EN ANGIOGENGESIS TUMORAL.

Desarrollo de un modelo singénico subcutaneo de melanoma

Para entender el papel de ADAMTSI en la angiogénesis tumoral y comprender su
actividad dependiente de la matriz generamos y caracterizamos tumores sIngénicos
utilizando células de melanoma de raton B16F1 en animales W'T (wild type) y KO para
ADAMTSI. Como se ha descrito en el anterior apartado, las células BI6FI se
caracterizaron profundamente en cuantos a sus propiedades plasticas en Matrigel y la
importancia de ADAMTSI. Este modelo tumoral que desarrollamos a continuacién nos
va a permitir caracterizar la influencia del ADAMTSI microambiental ya que solo se
elimina la expresion de la proteina en el hospedador y no en las células tumorales. Para
la generacion de tumores inyectamos las células subcutaneamente a los animales y
seguimos su progresion durante 18 dias tras lo que se sacrificaron los animales y
diseccionaron siguiendo los protocolos pertinentes. En este punto, la evaluaciéon de los
tumores revel6 una reduccion significativa del desarrollo tumoral en ratones KO frente

a WT, medida como peso final (Figura 27A-B).
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Figura 27. Caracterizacion fenotipica de los tumores B16F1 en animales WT y KO. A /Tumores
representativos obtenidos de animales WT (n=7) y KO (n=6). Escala = 0,5 mm. B, Peso de los tumores representado
como media = SEM. C, Expresion génica de Adamts] en los tumores obtenidos.

Teniendo en cuenta que los niveles de ADAMTSI en las células B16F1 en cultivo eran
relevantes, tanto de proteina como de mRNA (Figura 21), decidimos evaluar la
expresion de Adamis] en los tumores obtenidos (Figura 27C). Este analisis no mostro
diferencias significativas entre los tumores generados en animales ADAMTSI WT y
KO. Sin embargo, pudimos observar que Adamis] si que aparecia significativamente
inducido en los tumores frente si se comparaba con los niveles ya descritos en nuestros

cultivos celulares. Este hecho corrobora que Adamtsl se sobreexpresa en modelos
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tridimensionales tal y como pudimos observar en los modelos celulares (Figura 16) y
como observamos ahora en los tumores de ratéon. Finalmente, la disminucién del
tamano tumoral junto con el mantenimiento de niveles similares de expresion de
AdamtsI entre animales ADAMTS1 WT y KO implican que la ausencia de ADAMTSI
en una poblacién celular directamente derivada del hospedador (por ejemplo,
fibroblastos, células endoteliales o células del sistema inmune) es suficiente para producir

una retraso severo en el desarrollo tumoral.

Analisis del desarrollo tumoral y la arquitectura vascular en el modelo
tumoral B16F1-ADAMTS1 KO

Tal y como han mostrado estudios anteriores, las alteraciones en los niveles de
ADAMTSI puede estar acompanada de cambios en la morfologia general y en la
consistencia del tumor. Adicionalmente estos cambios pueden asociarse a alteraciones

en la vasculatura (Gustavsson et al., 2010; Iruela-Arispe et al., 2003; Liu et al., 2006;
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Figura 28. Caracterizacion de la vasculatura tumoral. A, Secciones parafinadas de tejido tumoral mostrando
una tincion mediante inmunofluorescencia de Endomucina. Escala= 200 um. B, Andlisis morfométrico de la
vasculatura. Se muestran Densidad vascular (nimero de vasos/ mm?2 de tejido), area media de los vasos, perimetro

medio de los vasos y Area de vasos totales como el drea que cubren todos los vasos
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Martino-Echarri et al., 2013; Obika et al., 2012; Rodriguez-Manzaneque et al., 2015).
Por ello, decidimos explorar la arquitectura vascular en nuestro modelo. Primero
hicimos inmunotinciones con un anticuerpo primario dirigido contra Endomucina, un
marcador endotelial (Figura 28A). Posteriormente, a partir de iméagenes de estas
tinciones obtenidas mediante microscopia confocal, hicimos uso del programa
informatico Metamorph 7, el cual nos permite cuantificar multiples parametros de
manera objetiva. Estos analisis revelaron diferencias claras en una serie de parametros
relacionados con la naturaleza de la vasculatura. A primera vista ya encontramos un
aumento significativo de la densidad vascular en el grupo de animales KO cuando se
compararon con el grupo control WT (Figura 28B). El aumento en el nimero de vasos
correlaciona negativamente con los resultados previos en los que se encontraba una
reduccion del tamano tumoral. No obstante, parametros adicionales tales como el area
media del lumen del vaso, el area total que cubren los vasos y el perimetro de los vasos
no seguian la linea de los datos de densidad vascular. De hecho, los vasos que
encontramos en los tumores desarrollados en los ratones KO mostraban una reduccién
en el area del lumen asi como en el perimetro de los vasos, todo ello correlacionando
directamente con el desarrollo tumoral. Finalmente, el area total cubierta por todos los

vasos no mostraba diferencias significativas (Figura 28B).

Analisis de la expresion génica de distintos marcadores en nuestro
modelo tumoral

En consonancia con los cambios observados en la vasculatura, decidimos complementar
estos estudios con un andlisis de la expresion génica de distintos marcadores
relacionados con el endotelio como CD31, CD34, VE-cadherina, VEGFR2, Endoglina,
Tiel, NG2, DLL4, NOTCHI1 y NOTCH4, y también ADAMTSI y sus sustratos
Nidégeno 1y 2. De acuerdo al aumento de la densidad vascular descrita anteriormente,
los resultados de este perfil de expresion mostraron que todos estos genes relacionados
con el endotelio, con excepcion de la Endoglina, aparecen significativamente
sobreexpresados en los tumores de ratones KO en comparacion con los WT (Figura

29).

Estos datos, junto con los del apartado anterior corroboran que la ausencia de
ADAMTSI] en las células derivadas del hospedador conllevan un incremento
significativo en la densidad vascular. Sin embargo estos nuevos vasos parecen ser no

funcionales ya que el tamano de los tumores es significativamente menor en los animales

84



KO. En cualquier caso, nuestro resultados confirman el papel de ADAMTSI en
mecanismos con un claro componente angiomodulatorio, aunque atn se hace necesario

investigar mas profundamente estas acciones.
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Figura 29. Expresion génica de marcadores moleculares relacionados con el endotelio y sustratos
de ADAMTSI1. La expresiéon génica se determine mediante qPCR. lug de mRNA se obtuvo de los lisados

tumorales. Se utilizaron cebadores de ratén especificos para los genes indicados.
Evaluacion de la distribucion de zonas hipéxicas en los tumores

Como he comentado anteriormente, el hecho de descubrir tumores de menor tamafio
pero con una mayor densidad vascular en los ratones ADAMTSI1 KO, nos dirigi6 a
investigar la funcionalidad de la vasculatura. Para ello era importante evaluar las zonas
hipoxicas en los tumores ya que variaciones en la funcionalidad vascular conllevan
cambios en la distribucién de nutrientes y oxigeno. De manera preliminar evaluamos la
expresion génica de los marcadores de hipoxia HIFlo y HIF2o mediante qPCR.
Nuestros resultados muestran que ambos marcadores aparecen sobreexpresados en los

tumores de los animales ADAMTS1 KO en comparacion con los WT (Figura 30).

Figura 30. Expresion génica de los factores de

HIF1a HIF20.
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Posteriormente analizamos directamente la existencia de regiones hipoxicas en los
tumores. Para estos estudios hemos hecho uso de una sonda fluorescente comercial que
se une a regiones hipdxicas, Hypoxyprobe, ampliamente utilizada en investigacion
(Boutrid et al., 2008; Carlin et al., 2009; Gaustad et al., 2012; Zhou et al., 2014). Esta
sonda se inyecta intraperitonealmente a los animales antes de sacrificarlos (Materiales y
métodos). Tras la diseccion y parafinado de los tumores, la sonda se puede visualizar
con un anticuerpo secundario antiHypoxyprobe-FITC, en combinaciéon con la
inmunolocalizaciéon de Endomucina que nos permite identificar la vasculatura (Figura
313A). Este ensayo reveld que en los tumores de animales WT se apreciaban un menor
nimero de regiones hipoxicas (Figura 31B). Por el contrario, los tumores de los
animales KO mostraban multiples regiones hipoxicas. Una evaluaciéon mas detallada
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Figura 31. Inmunotinciéon de las zonas hipoéxicas en tumores crecidos en ratones ADAMTS1 WT y
KO. A, Los paneles muestran el inmunomarcaje con Hypoxyprobe (verde) y Endomucina (rojo) de tumores
originados a partir de células BI6F1 de melanoma. Escala = 200 um. Escala en magnificacién = 100um. B,
Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia media que encontramos en las secciones tumorales. C,

Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en las zonas adyacentes a los vasos.
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mostr6 que las zonas hipoxicas no colocalizaban necesariamente con regiones
avasculares confirmando la disfuncionalidad de algunos de parte de la neovasculatura

(Figura 31A, Zoom,).

Al medir la intensidad de fluorescencia en las zonas adyacentes a algunos vasos
representativos pudimos observar que ésta aumenta en los tumores derivados de los
animales KO a medida que nos alejamos del vaso (Figura 31C). Se puede deducir,
entonces, que a medida que nos alejamos del vaso la hipoxia es mayor y por tanto la

capacidad de los vasos para difundir oxigeno debe ser limitada.

Desarrollo de tumores singénicos con células B16F1 en las que se ha
inhibido la expresion de Adamtsl1

Llegados a este punto, para analizar la contribucion de ADAMTSI proveniente de las
células tumorales, decidimos centrarnos en el uso de células BI6F1 cuya expresion de
Adamts] habia sido inhibida en los experimentos previos, y evaluar sus propiedades

tumorogénicas en animales WT y KO para ADAMTSI. Tal y como mostramos en la
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Figura 32. Caracterizacion de los tumores obtenidos al inyectar células interferidas y los
correspondientes controles en animales ADAMTS1 WT y KO. A, Tumores representativos obtenidos.
Escala = bmm. B, Peso de los tumores tras 18 dias. C, Expresién génica de Adamts! en los tumores obtenidos. D,
Inmunotincién de secciones tumorales mostrando tinciéon con Endomucina. Escala = 200 wm. E, Analisis

morfométrico de la vasculatura.
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Figura 21, conseguimos reducir los niveles de Adamts! en un 50% aproximadamente.
Seguimos el mismo protocolo que en experimentos anteriores e inyectamos 1 millon de
células por raton durante 18 dias tras lo cual procedimos al sacrificio del animal y a la
extraccion de los tumores. El analisis del tamano y del peso de los tumores no mostraba
diferencias significativas entre los tumores generados con células BI6F1 6 con las
correspondientes células inhibidas B16-shAts1, ni en animales WT ni en animales KO.
Sin embargo seguiamos observando diferencias entre los tumores generados en animales

WT y KO independientemente del tipo celular con el que se desarrollasen sus tumores

(Figura 32A-B).

En los tumores generados con células B16-shAtsl confirmamos un porcentaje de
expresion de Adamts] menor al 50%, similar al que encontrabamos en los cultivos
celulares (Figura 32C). En linea con nuestros experimentos previos, evaluamos la
composicion de la vasculatura mediante una inmunotinciéon de Endomucina. Este
analisis confirmo los datos obtenidos previamente. Podemos observar, entre los animales
KO, un aumento de la densidad vascular con respecto a los grupos WT junto con una
disminuciéon del area y el perimetro vascular (Figura 32D). El area total que ocupan el
total de vasos permanece invariable entre animales WT y KO independientemente de
los niveles de Adamts1 en la célula tumoral. En su conjunto, todos estos datos apoyan los
resultados previos en los que ADAMTSI derivado de las células del huésped tendria un
papel predominante en el desarrollo tumoral, mientras que el papel del ADAMTSI
derivado del tumor parece ser mas limitado al no observar cambios significativos en

aquellos tumores generados con células tumorales inhibidas.
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Patron de expresion génica tras la interferencia de Adamts1

Una vez analizada la estructura vascular de los tumores producidos con células
interferidas, caracterizamos la expresion génica de éstos para ver si se mantenian los
patrones obtenidos en experimentos anteriores. Efectivamente, los resultados de qPCR
confirmaron que las alteraciones ocurrian solamente cuando comparabamos animales
WT y KO y que la interferencia de la expresion de Adamts! tumoral no afectaba en
general a la expresion de los marcadores de endotelio, sustratos de ADAMTSI y otras
moléculas relacionadas que venimos analizando (Figura 33). Estos datos confirman
que posiblemente el papel del ADAMTSI derivado del tumor tiene un papel limitado

en cuanto a influir en el desarrollo tumoral, al menos en este modelo tumoral.
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Figura 33. Expresion génica de marcadores moleculares relacionados con el endotelio y sustratos

de ADAMTSI tras la interferencia de Adamis1 en las células de melanoma B16F1. La expresion génica
se determine mediante gPCR. 1ug de mRNA se obtuvo de los lisados tumorales. Se utilizaron cebadores de ratéon

especificos para los genes indicados.
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Anélisis de la funcionalidad de la vasculatura

Con el objetivo de analizar la funcionalidad de la vasculatura i situ, en esta serie de
experimentos incluimos el uso de otra técnica adicional, consistente en la inyeccién
intravenosa, antes del sacrificio de los animales, de Lectina BsI-FITC (méas detalles en
Materiales y métodos). De esta manera la Lectina se distribuye a través de la vasculatura
del animal. Si los vasos no son funcionales no hay tal distribuciéon y no se producira el

marcaje. Una vez se diseccionan los tumores y se parafinan hicimos una tincion

A

Lectina Bs1 Lectina Bs1
/CD31-PE

/CD31-PE Endomucina Superposicion Endomucina Superposicion

A ol
Lo L
© ©
~ ~
m m
® »
< <P
e ey
P P
(o] O
— ~
m m
1 o
O @)
(72} n
< <
P P
© ©
~ ~
m m

=
—]
A
@)

B 1007

— — —
801
601
401
s (1N [§
= T T T

B16F1 B16-shAts1 B16-shSCR

33

% de vasos
(=]

=]

=]

Figura 34. Determinacion de la viabilidad de los vasos tumorales. A, Inmunotincién de secciones
tumorales marcadas con Lectina Bsl 6 CD31-PE (verde) y su posterior coticién con Endomucina (rojo). Escala =

200 wm. B, Cuantificacion del nimero de vasos que colocalizan en cada secciéon tumoral.

diferencial para todos los vasos con un anticuerpo contra Endomucina. De esta forma
los vasos funcionales quedaban marcados en amarillo como resultado de la
superposicion de los rojo y verde, correspondientes a las tinciones con Endomucina y
Lectina respectivamente, mientras que los no funcionales aparecen so6lo rojos.

Paralelamente, con la misma finalidad, en un grupo control inyectamos CD31/PE
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marcando al final con Endomucina. Sin embargo, en este caso el secundario era FITC y
los colores se invertian al estar CD31 conjugando con un fluoréforo rojo, PE. No
obstante, el programa informatico del microscopio confocal nos permite modificar la
configuracion de visualizaciéon de las imagenes y asi poder mostrar todos los vasos
funcionales en amarillo y los no funcionales en rojo. La evaluacion al microscopio reveld
que los vasos sanguineos de los tumores originados en animales ADAMTS] KO
mostraban un menor porcentaje de colocalizacion de ambas moléculas, en claro
contraste con el grupo ADAMTS] WT (Figura 34A). Adicionalmente y sustentando
nuestros datos anteriores, la cuantificacion del ndmero de vasos que mostraban
colocalizacion (Figura 34B) ponia de manifiesto que el niumero de vasos funcionales en
los tumores de los animales ADAMTS] WT es mayor al de los animales ADAMTSI
KO y que la inhibicion de ADAMTSI en las células tumorales no produce ninguna

diferencia significativa entre los tumores desarrollados en animales WT y KO.
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Evaluacion de las zonas hipéxicas en tumores singénicos generados a
partir de células de melanoma B16F1 con Adamts1 interferido

En consonancia con nuestras observaciones de anteriores apartados, también llevamos a
cabo el estudio de la hipoxia en esta tltima serie de tumores. Primero evaluamos por
qPCR los niveles de expresion de los factores de transcripcion HIFla y HIF2a (Figura

35A). En estos ocasién volvimos a encontrar que los niveles en los que vemos los
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Figura 35. Inmunotincion de las zonas hipéxicas en tumores originados a partir de células B16F1
parentales e interferidas para Adamisl en ratones ADAMTS1 WT y KO. A, La expresion génica se
determine mediante qPCR. Se retrotranscribié a cDNA 1ug de mRNA de los lisados tumorales. Se utilizaron
cebadores de ratén especificos para los genes indicados. B, Los paneles muestran el inmunomarcaje con
Hypoxyprobe (verde) y Endomucina (rojo) de secciones tumorales Escala = 200 um. C, Cuantificacién de la
intensidad de fluorescencia media emitida por la sonda Hypoxyprobe en las secciones tumorales.
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cambios mas significativos entre los grupos ADAMTSI WT y ADAMTSI] KO,
independientemente de las células tumorales inyectadas, inhibidas o no. La visualizacién
de la sonda Hypoxyprobe y las posteriores mediciones de intensidad de fluorescencia
(Figura 35B-C) muestran que hay un aumento de zonas de hipoxia en ratones
ADAMTSI KO frente a ADAMTS] WT y que la influencia de la interferencia de
Adamts] es limitada o nula a la hora de incrementar la hipoxia con respecto a los
controles. Todos estos datos juntos refuerzan la idea de que es ADAMTSI secretado
por las células derivadas del hospedador, y no el secretado por las células tumorales, el
responsable del crecimiento del tumor a través de la induccién de un mecanismo que

promueve el desarrollo de la vasculatura en los animales ADAMTS1 WT.

Evaluacion del estado de los pericitos como medida de integridad
vascular: tinciones con SMA

Por ultimo, también en linea con nuestras observaciones que confirman una
disminuciéon en la funcionalidad de los vasos y un aumento de la hipoxia en ratones
KO, decidimos analizar el recubrimiento de pericitos en torno a las estructuras
vasculares, como medida de su integridad. Tal y como pudimos observar tras el marcaje
con SMA (Figura 36), en todas las secciones tumorales los vasos aparecen recubiertos
de pericitos, no pudiéndose encontrar diferencia alguna ni entre los grupos WT y KO ni

entre las células BI6F1 interferidas o las parentales. El hallazgo de vasos recubiertos de
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Figura 36. Inmunotinciéon de SMA en secciones de tumores originados en animales ADAMTS1 WT y
KO partir de células B16F1 y B16-shAts1. Los paneles muestran el inmunomarcaje con Hypoxyprobe (verde),
Endomucina (rojo) y SMA (magenta) de secciones tumorales Escala = 100 um
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pericitos también en zonas de hipoxia (mayoritarias en animales ADAMTS1 KO) nos
sugiere que la causa de una menor funcionalidad de esa vasculatura no se debe a la

madurez del vaso, o al menos en cuanto a su recubrimiento por pericitos (Figura 34).

Contribucion de ADAMTS1 al proceso de metastasis

El papel de las proteasas en general y su influencia en el desarrollo de metastasis se ha
documentado en la introduccion. Respecto a ADAMTSI, son varios los trabajos que
indican su implicaciéon en este proceso. Por ejemplo se observo que el corte proteolitico
de TSP1, como sustrato de ADAMTSI, juega un papel relevante (Lee et al., 2010). Con
toda esta informacion precedente, y en linea con el desarrollo de nuestra propia linea de
trabajo, decidimos estudiar el papel de ADAMTSI en la formacién de metastasis. Para
ello inyectamos 300.000 células B16F1 interferidas y parentales de manera I.V. durante
13 dias a ratones ADAMTS1 WT pudiendo asi valorar la contribucion del ADAMTSI
tumoral al desarrollo de metastasis. Paralelamente, inoculamos un grupo de ratones KO
con células B16F1 para evaluar el papel de ADAMTSI del hospedador en la aparicién
de metastasis. En un estudio previo verificamos que esta configuracién experimental
darfa lugar solamente a micrometastasis. Para evaluar el desarrollo de las
micrometastasis analizamos mediante JPCR la expresion de cuatro genes identificados
como marcadores de melanoma: Mif, Mlana, Tyr, Tyrp. Ademas contabilizamos la
aparicion de metastasis en forma de noédulos metastaticos y analizamos secciones
tumorales al microscopio mediante tinciones de Hematoxilina-Fosina. A nivel
macroscopico constatamos que la aparicion de metastasis era muy reducida y sélo
conseguimos observar nodulos metastaticos en el higado de algunos animales, no

encontrando ninguna metastasis visible en los pulmones (Figura 37).

Noédulos metastasicos
$ o N » o

Figura 37. Cuantificacion del namero de micrometastasis encontradas en los higados de los

animales.
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En cuanto a la interferencia de las células tumorales, vimos que la interferencia no
influia en la capacidad de estas células formar metastasis. Donde si fuimos capaces de
detectar cambios fue entre los animales WT y KO, ya que éstos tltimos no mostraban
metastasis observables tampoco en el higado. Estos datos concuerdan con los eventos
que venimos analizando de desarrollo tumoral, sugiriendo que ADAMTSI] tumoral
tampoco tendria un papel en el inicio de la metastasis y que una vez mas esta funcion

corresponderia al ADAMTSI microambiental.

En cuanto al analisis de expresion de los marcadores de melanoma, encontramos que
reproducian la situaciéon observada a nivel macroscopico, aunque esta vez si, con
resultados positivos para el pulmoén. La tendencia sigue siendo la misma, con niveles
superiores en aquellos casos en los que se utilizaba el animal WT frente al KO y con

niveles similares entre las células interferidas, las parentales y los correspondientes

controles (Figura 38).
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Figura 38. Expresion génica de marcadores de melanoma en higados y pulmones de ratéon. La
expresion génica se determine mediante gPCR. 200 ng de mRNA de los lisados tisulares se retrotranscribieron a
cDNA. Se utilizaron cebadores de ratén especificos para los genes indicados.
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VE-cadherina y su expresion en distintos modelos tridimensionales de
B16F1

La VE-cadherina es una molécula clave en la vasculatura y en los fenémenos de
mimetismo vascular. Los trabajos de Hendrix et al., en la tltima década, explican por
ejemplo que es una molécula necesaria para la formacion de redes similares a endotelial
y que su desregulacion acababa con la formacion de redes en cultivos tridimensionales
por completo (Hendrix et al., 2001). Ademas en este mismo trabajo observan que esta
molécula se expresa solamente por aquellas lineas de melanoma mas agresivas y que no
esta presente en las lineas poco agresivas. Ante esta situacion decidimos explorar el
papel de VE-cadherina en nuestra linea celular B16F1 tanto en cultivos tridimensionales
como en modélos tumorales. Tal y como podemos ver en la Figura 39A los niveles de
mRNA de VE-cadherina en nuestra linea celular BI6F1 son bajos en comparaciéon con
las lineas endoteliales y el pulmoén a pesar de, como ya hemos mostrado anteriormente,

son capaces de formar redes similares a endoteliales. En cuanto a cultivos
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Figura 39. Expresion de VE-cadherina en distintas configuraciones. A, Expresion génica medida
mediante qPCR en distintas lineas celulares. B, Expresion génica en las células B16F1 sembradas en Matrigel. C,
Inmunotincién de VE-cadherina en células endoteliales humanas (HUVEC) y de raton (MAEC). D, Inmunotincién
de VE-cadherina (magenta) en células BI6F1-GFP sembradas en Matrigel..

tridimensionales, observamos que existe una ligera sobreexpresion de los niveles de VE

cadherina cuando sembramos nuestro modelo celular BI6F1 en matrigel. No obstante
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los niveles de sobreexpresion siguen siendo modestos (Figura 39B). La inmunotincion
de células endoteliales, tanto de humanas (HUVEC) como de ratéon (MAEC) dio un
marcaje positivo caracteristico en el que podemos ver la VE-cadherina en las zonas de
union célula-célula (Figura 39C). Cuando sembramos nuestras células tumorales en
Matrigel y las sometimos a inmunotincién observamos que los niveles de VE-cadherina
eran muy bajos y la poca tincién positiva que conseguiamos encontrar era en un
formato de granulado disperso en el citoplasma y no en las zonas de unién célula-célula

como cabria de esperar (Figura 39D).

Ante esta situacion decidimos analizar nuestras células en cocultivo para ver si eran
capaces de establecer algin tipo de interaccion célula-célula entre las células tumorales
B16F1 y las células endoteliales. Pudimos observar que solo las células endoteliales
expresan VE-cadherina y que no forman ningtn tipo de interaccién en las zonas de
contacto con las células tumorales. (Figura 40). Es interesante resaltar que los niveles
que observamos se corresponden con los ya obtenidos en experimentos anteriores y que

se muestran en la Figura 20.

Figura 40. Inmunomarcaje de VE-cadherina en células tumorales B16F1 y endoteliales en cocultivo.

Células HUVEC en rojo, B16F1 en verde y VE-cadherina en amarillo. Escala = 100 um.

Finalmente, y yendo un paso mas lejos en cuanto a complejidad, analizamos la
expresion de VE-cadherina en nuestro modelo tumoral. Encontramos un aumento de la
expresion génica de VE-cadherina en los animales ADAMTS] KO cuando los
comparabamos con la expresion de los animales WT y que ademas estos niveles eran
superiores a los que podiamos encontrar en los cultivos celulares (Figura 29). Ademas,
pudimos observar en las inmunotinciones que la sobreexpresion de VE-cadherina la
encontrabamos en las células tumorales. La inmunotincion de VE-cadherina en
secciones tumorales mostré que efectivamente se producia un aumento en la cantidad

de VE-cadherina y que ademas esta se expresaba en mayor medida cuanto mas

97



distancia habia desde los vasos del tumor (Figura 41A). La cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia mostraba, que efectivamente, la disposicion de VE-
cadherina era homogénea a en toda la seccién tumoral, mientras que se veia aumentada
en las secciones KO a medida que la separacion con los vasos era mayor (Figura 41B).
Este de marcaje gradual es reminiscente de lo observado también en nuestras
determinaciones de las regiones hipoxicas, documentado anteriormente, y correlaciona
en gran medida con el hecho de que VE-cadherina es una molécula inducida por

hipoxia y relacionada con fenémenos de mimetismo vasculogénico (Zhao et al., 2012).
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Figura 41. Expresion de VE-cadherina en secciones de tumores B16F1 crecidos en animales
ADAMTS1 WT y KO. A, Inmunotincién de VE-cadherina en secciones tumorales. VE-cadherina (verde) y
Endomucina (rojo). Escala = 200 um. Escala en magnificacion = 50 wm. A, Cuantificacién de la intensidad de

fluorescencia de la secciones tumorales en A.

Otra caracteristica importante que hemos de resaltar, y que ya encontramos en los

cultivos en Matrigel de B16F1 es que la presencia de VE-cadherina se muestra en forma
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de granulos en el citoplasma (Figura 43) y no en la membrana formando las uniones

caracteristicas célula-célula que se pueden ver en la Figura 39C.

Figura 42. Inmunotincién de secciones de tumores B16F1 desarrollados en animales ADAMTS1 WT

y KO. A, Inmunotincién de VE-cadherina (verde) y Endomucina (rojo). Escala = 20 wm.

Estos datos muestran, en contraposicion a lo ya descrito, que VE-cadherina no es una
molécula imprescindible a la hora de formar estructuras similares a endotelio. Tal y
como hemos visto en nuestros cultivos en Matrigel, nuestras células poseen la capacidad
de formar estructuras y sin embargo no somos capaces de detectar la presencia de VE-
cadherina ni por qPCR ni en inmunotincién. De la misma manera, aunque la expresion
de VE-cadherina es elevada en los tumores la disposiciéon de ésta no seria la apropiada
para formar uniones estables entre células. Los resultados obtenidos manifiestan la
necesidad de seguir estudiando el papel de VE-cadherina en este modelo tumoral ya

que su expresion si que es relevante en el sistema i viwo.
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Analisis de expresion de proteasas en muestras de cancer de mama

Se ha descrito ampliamente el papel de ADAMTSI en desarrollo tumoral, como ya
describimos ampliamente en la introducciéon. En consonancia con varias lineas de
trabajo del laboratorio, todas ellas con el afan de entender los mecanismos de acciéon de
esta proteasa en distintos contextos tumorales, también ha sido relevante mi
contribuciéon en estudios con muestras humanas de carcinomas de mama y con
glioblastomas. Los trabajos de Martino et al, desarrollados con tumores de mama
revelan que los sustratos de ADAMTSI, Nidogeno 1 y Nidégeno 2, muestran una
menor cantidad de protedlisis en muestras tumorales en comparacion con el tejido sano.
Sin embargo, la cantidad total de nidogenos parecia no variar. Es por ello, que
decidimos analizar los niveles de ADAMTSI en estos mismos tejidos ya que ambos
nidoégenos son sustratos de ADAMTSI. Asi mismo lo acompanamos del analisis de
expresion una serie de proteasas cuya participacion podria tenerse en cuenta en futuros
estudios. Los resultados obtenidos muestran, en primer lugar, una disminuciéon de los
niveles de expresion de Adamts] que correlacionan con la menor protedlisis de nidégenos
que se menciona en Martino et al,2014 (Figura 43). Por otro lado, otras proteasas
analizadas sufren diferencias de expresion en la misma direccion. Estas son Adamis),
Adamts8, Adamts9, Mmpl y Mmpl4. Finalmente, algunas de las proteasas analizadas no
muestran diferencias en cuanto a su expresion (Adamts4, Adamts15 y Mmp7)y sélo en el
caso de Mmpl4 encontramos una sobreexpresion en los tejidos tumorales. Los datos
muestran que efectivamente hay una disminucion de Adamts! y que podria darse el caso
de que alguna proteasa mas estuviese interviniendo en la proteolisis de estos sustratos a

tener de los niveles de expresion encontrados.
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Figura 43.Valores de expresion génica de proteasas extracelulares en muestras de tejido de mama
sano y en tejido tumoral. La expresion génica se determine mediante qPCR. 1 ug de mRNA de los lisados

tisulares se retrotranscribieron a cDNA. Se utilizaron cebadores de ratén especificos para los genes indicados.
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La investigacion del cancer en los tltimos anos ha puesto de relieve la importancia del
microambiente tumoral en el desarrollo de esta enfermedad. La interacciéon y
comunicaciéon de los distintos tipos celulares entre si es un punto clave en la
investigacion hoy dia. De manera relevante destaca el papel del endotelio en la
formacion de un plexo vascular para suplir los requerimientos metaboélicos del tumor.
En la misma linea, el desarrollo de la vasculatura tumoral es un proceso que se
encuentra limitado por la necesidad de remodelar la matriz extracelular para que las
células endoteliales puedan proliferar e invadir los tejidos adyacentes. La remodelacion
de la matriz extracelular es llevada a cabo por un conjunto de proteinas entre las que
destacan las metaloproteasas. Esta superfamilia de proteinas estd compuesta a su vez por
tres familias: MMPs, ADAMs y ADAMSTSs, las cuales comparten semejanzas
estructurales. El trabajo desarrollado aqui forma parte de las investigaciones mas
generales de mi equipo para describir el papel que juega la metaloproteasa ADAMTSI,
primera proteasa descrita de la familia ADAMTS, en el desarrollo de la vasculatura

tumoral y como éste influye en el progreso neoplasico.

ADAMTSI es un proteasa con multiples dominios entre los que destacan el dominio
desintegrina ademas de un nimero variable de dominios trombospondina de tipo 1
(TSR) (Kuno et al., 1999). El papel de ADAMTSI regulando la angiogénesis tumoral se
ha descrito ampliamente aunque adn presenta controversias al no llegar a entenderse
completamente. Como un numero importante de proteasas, ADAMTSI] se ve
implicada en mas de un proceso que tiene como resultado la induccién o supresion de la
angiogénesis. Por ejemplo, es capaz de secuestrar VEGF impidiendo la proliferacion de
las células endoteliales o autoproteolizarse para liberar sus dominios antiangiogénicos
TSR (Lee et al., 2006; Luque et al., 2003; Rodriguez-Manzaneque et al., 2000). En
cuanto a sus capacidades proangiogénicas y protumorigénica, ADAMTSI se ha
demostrado capaz de promover el desarrollo tumoral y la metastasis en modelos de
ratéon (Casal et al., 2010; Lu et al., 2009; Ricciardelli et al., 2011; Rocks and Cataldo,
2011).

En la Gltima década se viene dando importancia al hecho de que los tumores poseen la
capacidad de activar mecanismos alternativos de vascularizacién. Esto les permite
desarrollarse y hacer frente a situaciones adversas. De entre todos ellos destaca el

fenébmeno de mimetismo vasculogénico en el que las células tumorales adquieren
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caracteristicas endoteliales para posteriormente alinearse formando canales
pseudovasculares capaces de conducir fluidos. En un trabajo de nuestro grupo se
decribié como ADAMTSI también participa en este fendmeno de plasticidad tumoral

(Casal et al., 2010).

MIMETISMO VASCULOGENICO: COMUNICACION ENTRE EL ENDOTELIO Y
LAS CELULAS TUMORALES

La capacidad de las células tumorales, y mas concretamente las células de melanoma,
de formar redes pseudovasculares ha sido ampliamente descrita a lo largo de la pasada
década (Hendrix et al., 2003; Seftor et al., 2012). El perfil genético de las células
propensas a formar estas redes comprende moléculas relacionadas con el endotelio y la
matriz extracelular, entre otras. En nuestra investigacion hemos constatado que la linea
celular BI6F1 sobreexpresa algunos de los marcadores descritos cuando se siembran en
Matrigel. Hemos de mencionar que los niveles de expresion de estas moléculas no son
altos cuando las células se cultivan en configuraciones bidimensionales. Esta observacion
indica que la composicién del microambiente en el que se encuentran las células es
crucial para su comportamiento, y en este caso sembrarlas en Matrigel, en una mezcla
heterogénea de moléculas de la ECM, es necesario para poder observar su
transdiferenciaciéon a células con propiedades endoteliales y poder comparar su perfil

genético n vitro.

Igualmente se ha descrito que la interaccién entre células endoteliales y tumorales
produce cambios en los fenotipos de ambos tipos celulares y que estos cambios
promueven la invasividad de las células tumorales (Mierke, 2011). En nuestro trabajo
describimos que las células de melanoma son capaces de interaccionar con las células
endoteliales mimetizando su capacidad de alineamiento y de formar redes similares a
endotelio de manera aparentemente aleatoria. Asi mismo podemos destacar los cambios
de expresion génica que hemos observado tanto en las células endoteliales como en las
células de melanoma al sembrarlas de manera conjunta. Basandonos en los resultados
obtenidos en los ensayos de migraciéon en cocultivos podemos afirmar que el
comportamiento de ambos tipos celulares se muestra influenciado por la presencia del
otro tipo celular. Estos hechos apoyan la existencia de una interaccion entre las células
tumorales y endoteliales en el fenémeno de mimetismo vasculogénico y ademas sugieren

que la transdiferenciacion de las células de melanoma puede estar influenciada por la
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presencia de células endoteliales (McDonald et al., 2000). Asi mismo, en nuestro trabajo
hemos podido observar que la distribucion de las células endoteliales y tumorales en los
cultivos en Matrigel parece ser aleatoria dando lugar a una vasculatura mixta, formada
tanto por células endoteliales como por células tumorales con caracteristicas
endoteliales. Este resultado concuerda con la vision que se tiene actualmente del
mimetismo vasculogénico ya que se piensa que no existe una vasculatura que se forme
completamente por células tumorales si no que la vasculatura tumoral se formaria por

vasos hibridos, o mosaico, con células endoteliales y tumorales intercaladas (Chen et al.,

2014)

La implicacion de ADAMTSI en el desarrollo del fenotipo de mimetismo vasculogénico
fue descrito por nuestro grupo con anterioridad (Casal et al., 2010). En este caso
volvemos a observar que la disminuciéon de ADAMTSI en el medio extracelular limita
el desarrollo de las estructuras similares a endotelio que forman las células de melanoma
cuando se siembran en Matrigel. No obstante, parece ser que el papel de ADAMTSI es
contexto dependiente ya que sélo advertimos cambios en la formacién de estructuras

similares a endotelial cuando las concentracion de células tumorales es baja.

La capacidad de invasion de las células se debe en parte a la capacidad de secretar
proteasas que les permitan degradar la ECM y desplazarse. En este contexto, algunos
estudios han demostrado que la desregulacion de Adamts] disminuye la capacidad de las
células endoteliales de desplazarse en modelos tridimensionales (Su et al., 2008). Sin
embargo, la inhibicién de Adamts] en células tumorales produce el efecto contrario. En
un trabajo reciente han comprobado que las células tumorales tienen mas capacidad de
desplazamiento tras la inhibicion de Adamts! (Freitas et al., 2013). En nuestros
experimentos pudimos observar que la interferencia de Adamts! en nuestras células de
melanoma aumentaba la capacidad de desplazamiento. Adicionalmente, comprobamos
que cultivar las células tumorales junto con células endoteliales tiene el mismo efecto en
ambos tipos celulares que la inhibicion de AdamtsI. Es decir, cocultivar las células
disminuye la movilidad de las células endoteliales y aumenta la de las células tumorales.
Esta observacion hace necesario seguir investigando las relaciones que existen entre los
distintos componentes del microentorno tumoral ya que, como hemos podido observar,

el comportamiento celular cambia cuando las células se encuentra en contacto con otros
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tipos celulares. Finalmente, este cambio en el comportamiento celular sugiere una vez

mas una intercomunicacion celular en los fendmenos de mimetismo vasculogénico.

ADAMTS1 Y SU PAPEL EN EL DESARROLLO DE LA VASCULATURA
TUMORAL

Existe una gran controversia en cuanto al papel de ADAMTSI en la angiogénesis.
Mientras que algunos estudios muestran su papel proangiogénico otros sustentan la idea
de que ADAMTSI actta inhibiendo el desarrollo de la vasculatura. La mayoria de estos
estudios se basan en la sobreexpresion de ADAMTSI o en su desregulacion en lineas
tumorales. Posteriormente en muchos de ellos se desarrollan xenografos en modelos de
ratéon y se estudia la vasculatura (revisado recientemente en Rodriguez-Manzaneque et
al., 2015). En estos trabajos se analiza la contribucion de ADAMTSI de manera local
sin tener en cuenta cual es el papel del ADAMTSI secretado las células derivadas del
hospedador. Actualmente solo se conocen dos trabajos en los que se analice la
contribuciéon la proteasa derivada del hospedador mediante el uso de ratones
ADAMTSI KO. En el primero de ellos Lee et al. describian como ADAMTSI se
encargaba de proteolizar TSP1 en los animales WT y que por ello mostraban una
menor densidad vascular, atribuyendo de esta manera un papel antiangiogénico de
ADAMTSI (Lee et al., 2006). Recientemente Ricciardelli et al. muestran, sin embargo,
que ADAMTSI no tiene un papel determinante en cuanto al desarrollo de la
vasculatura. Hay que resaltar que estos tltimos autores determinan la densidad vascular
mediante la medicion del porcentaje de area del tumor que expresa un marcador
endotelial, CD34 en este caso, sin detallar el nimero de vasos que encuentran ni el
tamafo de éstos en las respectivas secciones tumorales de los animales ADAMTS] WT
y KO. En nuestro trabajo atribuimos a ADAMTSI una funcién antiangiogénica, ya
que encontramos un menor numero de vaso en aquellos animales que expresan
ADAMTSI en comparacién con los animales KO tal y como muestran Lee et al. No
obstante, si utilizamos el mismo parametro que Ricciardelli et al, para determinar la
densidad vascular no somos capaces de encontrar diferencias significativas en los
distintos grupos animales. Si estudiamos en detalle los analisis de los trabajos anteriores
que relacionan ADAMTSI] con el desarrollo de la vasculatura tumoral y los
comparamos con nuestros resultados podemos darnos cuenta facilmente que las
diferencias en cuanto a atribucién de un papel antiangiogénico o proangiogénico a

ADAMTSI se deben simplemente a la diferencia en cuanto a la metodologia de

107



cuantificaciéon de la densidad vascular. Mientras que en Lee et al. se cuantifican el
numero de vasos Ricciardelli et al. cuantifican el area total cubierta por todos los vasos.
En nuestro caso, el desarrollo de nuevas herramientas de analisis de imagen nos ha
permitido obtener mas informacién en cuanto a la estructura de los vasos tumorales y
por tanto obtenemos los mismos resultados que ambos autores. De esta manera
obtenemos una vision mas amplia del desarrollo de la vasculatura en los tumores

logrando asi un mejor entendimiento del papel que juega ADAMTSI.

Nuestro trabajo unifica las observaciones obtenidas previamente en cuanto a que el
aumento de la expresion de ADAMTSI correlaciona con un aumento del desarrollo
tumoral y que, sin embargo, el mayor desarrollo tumoral implica una disminucion en la
densidad vascular. No obstante en nuestras investigaciones constatamos que los vasos
que se presentan en menor numero son sin embargo mas grandes. Todo esto indica que
ADAMTSI participa en el desarrollo de la vasculatura permitiendo la maduraciéon de
los vasos, los cuales aumentan de tamafo y disminuyen en nimero a medida que
avanza el desarrollo tumoral. Nuestro datos ademas concuerdan con un modelo de
fibrosarcoma en el que describen que mayor cantidad de ADAMTSI implica mayor

desarrollo tumoral y menor densidad vascular (Casal et al., 2010).

En un intento por dilucidar el papel de ADAMTS]I producido por las células tumorales
y su relacién con el ADAMTSI secretado por las células derivadas del hospedador,
inhibimos su expresion en las células tumorales y desarrollamos tumores singénicos en el
mismo contexto anterior en el que utilizamos los ratones ADAMTS]I WT y KO. En
esta ocasion pudimos constatar que el papel que juega el ADAMTSI tumoral en el
desarrollo de la vasculatura es limitado puesto que no somos capaces de observar
diferencias significativas en cuanto a la arquitectura vascular entre aquellos animales

que expresan un shRINA interferente y aquellos que no lo portan.

La composicion de la vasculatura es igualmente importante al nimero y el tamafio de
los vasos. Asi, varios trabajos han documentado el recubrimiento de pericitos en los
modelos tumorales de ADAMTSI (Gustavsson et al., 2010; Martino-Echarri et al.,
2013; Ricciardelli et al., 2011). En nuestro trabajo, al igual que en éstos, no observamos
cambios en el recubrimiento de pericitos en ninguno de los animales estudiados.

Tampoco encontramos cambios cuando interferimos la expresion de Adamts! en las
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células tumorales. No obstante, hemos descrito que el recubrimiento de pericitos en
nuestro modelo no se correlaciona con una funcionalidad de la vasculatura. Hemos
podido confirmar en este estudio que la capacidad de los vasos para distribuir fluidos en
el tumor se ve afectada por la ausencia de ADAMTSI derivado de las células del
hospedador. Al igual que con la arquitectura vascular, la desregulacion de Adamtsl
tumoral no parece afectar a la distribuciéon de oxigeno y nutrientes. Estas observaciones
otorgan un papel importante al ADAMTSI del huesped frente al ADAMTSI tumoral a
la hora de promover el desarrollo de las neoplasias. Finalmente, el analisis de regiones
hipoéxicas intratumorales ratificaba la nocién de una menor funcionalidad vascular en
los animales ADAMTSI1 KO frente a los animales WT ya que el nimero de regiones
hipdxicas encontradas en los animales que carecen de ADAMTSI es mayor que en
aquellos que expresan la proteina. Una vez mas se corrobora el hecho de que
ADAMTSI procedentes de las células derivadas del hospedador es quien dirige el
desarrollo de la vasculatura tumoral ya que la interferancia de ADAMTSI en las células

tumorales no parece tener un efecto sobre el desarrollo de la vasculatura.

Recapitulando los hechos descritos hasta el momento observamos que ADAMTSI
favorece la formacion de estructuras vasculares de mayor tamano, las cuales conducen
de forma mas eficiente los nutrientes y el oxigeno en el tumor. L.a maduracion de estas
estructuras es independiente del recubrimiento de pericitos. Podemos hipotetizar
entonces que la menor funcionalidad de los vasos se puede deber a la incorrecta
disposicién de los componentes de la membrana basal. Algunos trabajos en modelos
tumorales donde se estudia el papel de ADAMTSI] muestran alteraciones en la
composicion de la matriz extracelular. Asi, se han descrito una disminucién en la
protedlisis de Nidogeno 1, Nidogeno 2 y Versicano en la membrana basal de los
tumores que carecen de ADAMTSI (Martino-Echarri et al., 2013; Ricciardelli et al.,
2011). Es por ello que hemos mantenido el analisis de los sustratos de ADAMTSI a lo

largo de todo este estudio.

A pesar de todo lo descrito hasta ahora, en algunas muestras tumorales se encuentra que
los niveles de ADAMTSI son inferiores en los tejidos tumorales en comparacion con el
tejido sano circundante. Asi, en un trabajo reciente de nuestro grupo se constata que el
tejido mamario expresa niveles mayores de Adamtsl que el tejido tumoral (Martino-
Echarri et al., 2013). Sin embargo, el analisis de otras proteasas de la matriz extracelular

en estos mismos tejidos muestras que una sobreexpresion de algunas MMPs como
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MMP14 y muy significativamente MMP1. Ya se ha descrito con anterioridad como
MMP1 funciona promoviendo el desarrollo tumoral de manera conjunta con
ADAMTSI (Lu et al., 2009). Estos resultados sugieren que ademas de los niveles de las
proteasas por separado hay que tener en cuenta la expresion y funcionalidad del
conjunto de proteasas que componen el degradoma celular ya que algunas de ellas

comparten funcionalidad y redunda en las mismas actividades.

Las diferencias de expresion de las distintas proteasas en un contexto tumoral da mayor
relevancia a la necesidad de conocer las funciones de los distintos sustratos y su
implicacién en el desarrollo tumoral. Adicionalmente es necesario conocer en qué
situaciones se produce la modificacién postraduccional de los sustratos, tanto de
ADAMTSI como de otras proteasas, para asi poder elaborar un estrategia terapéutica

que pueda abordar la complejidad y amplitud de la ECM como nicho tumoral.

ADAMTS1 EN METASTASIS

Varios estudios han demostrado que ADAMTSI] juega un papel también en el
desarrollo de metastasis. Por ejemplo, se ha descrito que los niveles de expresion de
Adamts] se correlacionan positivamente con la metastasis a hueso, pulmén e higado
(Gasimiro et al., 2012; Lee et al., 2010; Lu et al., 2009; Ricciardelli et al., 2011). De
manera concreta, Lee et al. asocian los niveles de TSP-1 con el corte proteolitico que
ADAMTSI produce sobre TSP-1. Nuestras observaciones en un modelo de metastasis
de melanoma manifiestan que ADAMTSI induce la formaciéon de nédulos metastaticos
tal y como ya describen las publicaciones anteriores. De manera adicional, se ha
descrito que la fuente principal de produccion de ADAMTSI1 y TSP-1 en higado y
pulmon son las células endoteliales y no las células del parénquima (Lee et al., 2010).
Este podria ser el motivo por el que al inhibir la expresién de Adamts] en las células de
melanoma no conseguimos ver una reducciéon en el nimero de metastasis en nuestro
modelo animal y sin embargo la metastasis se ve claramente reducida al eliminar
ADAMTSI en las células derivadas del hospedador tal y como ocurre en los animales
ADAMTSI KO. Estos resultados ponen de manifiesto una vez mas la importancia del
ADAMTSI microambiental frente al ADAMTSI derivado del tumor a la hora de

promover el desarrollo neoplasico.
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VE-CADHERINA EN DESARROLLO TUMORAL

Esta proteina es una cadherina especifica de endotelio que regula la morfologia y la
estabilidad vascular, y ya hace unos afos se le dio un protagonismo muy importante en
el desarrollo del fendmeno del mimetismo vasculogénico (Hendrix et al., 2001). En
nuestros estudios no podemos observar, sin embargo, que esta proteina sea necesaria
para la produccion de redes similares a endotelio ya que a pesar de carecer de la
expresion de VE-cadherina nuestras células de melanoma son capaces de disponerse en
Matrigel de manera similar a como lo hacen las células endoteliales. Por otro lado, el
papel que juega la hipoxia en el mimetismo vasculogénico y su relacion con VE-
cadherina se describié recientemente (Zhao et al, 2012). En nuestras secciones
tumorales somos capaces de encontrar VE-cadherina en los animales ADAMTSI KO.
Es en estos mismos animales donde encontramos un aumento de las zonas de hipoxia
pudiendo relacionar asi que la falta de oxigeno es un factor determinante para la
expresion de VE-cadherina, al menos en este modelo celular. Estos descubrimientos
sugieren que el microambiente es un importante modulador del comportamiento celular
y que en el caso de VE-cadherina es crucial a la hora de modular su expresion. La
importancia de la regulacién de VE-cadherina para el desarrollo tumoral se encuentra
ejemplificada en trabajos como Mao et al. donde se demuestra que esta cadherina se
activa por hipoxia en células madre del cancer en un modelo de glioblastoma

contribuyendo al fenémeno de mimetismo vasculogénico (Mao et al., 2013).

De esta situacion se desprende que ADAMTSI juega un papel importante modificando
la ECM. Esta modificaciéon de la ECM, a su vez, induce la produccién de proteinas
claves en el desarrollo tumoral como es el caso que acabamos de definir de la VE-
cadherina. Si tenemos en cuenta el papel que juega VE-cadherina en el fenémeno de
mimetismo vasculogénico es inevitable pensar que si ADAMTSI] modifica la
produccién de VE-cadherina i vivo también es capaz de influir en el desarrollo de
mecanismos alternativos de vascularizacion tumoral y de manera relevante el

mimetismo vasculogénico.
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CONCLUSIONES

1. ADAMTSI participa en el fenotipo de mimetismo vasculogénico en células de
melanoma B16F1 de manera contexto dependiente.

2. La interaccion entre células endoteliales y tumorales induce cambios morfologicos,
funcionales y de expresion génica en ambos tipos celulares en cultivos en Matrigel.
Adamtsl, nuestra proteina de interés, se encuentra sobreexpresado en las células
endoteliales, mientras que Endoglina, un correceptor de TGF-f, lo hace en las células
tumorales.

3. ADAMTSI producido por las células no tumorales, derivadas del hospedador,
participa en los mecanismos de maduracion de la vasculatura tumoral.

4. Estas alteraciones de la maduracién vascular, inducidas por ADAMTSI, son
relevantes para la progresion tumoral.

5. La inhibicion de ADAMTSI producido por las células tumorales B16F1 tiene un
efecto limitado o nulo tanto sobre el desarrollo vascular como sobre el crecimiento
tumoral.

6. La presencia de ADAMTSI en el hospedador es importante para promover la
aparicion de metastasis en el nuestro modelo BI6F1 de melanoma.

7. El balance de proteasas de la matriz extracelular en muestras tumorales es
importante a la hora de inducir o reprimir el desarrollo tumoral. Dados los
diferentes datos segun diferentes modelos es necesario estudiar estas porteases y sus
sustratos para definir nuevas herramientas terapéuticas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

116

Utilizar nuevas herramientas de edicion génica para eliminar la expresion de

ADAMTSI en las lineas tumorales y en células endoteliales.

. Ver la contribucién de ADAMTS]1 derivado del endotelio en la formacién de

redes similares a endotelio formadas por células endoteliales y tumorales

ensayos de cocultivo).
Yy

. Analizar la disposicion de los sustratos que conforman la membrana basal en

nuestro modelo de raton ADAMTS1 KO.

Investigar moléculas que intervienen en el desarrollo de la vasculatura con

especial interés en la via de senalizacion NOTCH.

Utilizar modelos animales donde podamos reprimir de manera condicional la

expresion de ADAMTSI en las células endoteliales.

Estudiar el papel del sistema inmune en nuestro modelo tumoral

detalladamente.

Identificar el papel de ADAMTS en otros modelos tumorales: mama, pulmon,

glioma, etc.






MATERIALES Y
METODOS






1. CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares de ratén B16F0, B16F1, Bend and LLC se cultivaron en medio
DMEM suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FCS, fetal calf serum) y un 1%
de penicilina-estreptomicina. Las células primarias de raton MAEC (Mouse aortic
endothelial cells) procedentes de ratones C57BL/6 se mantuvieron en medio completo de
cultivo de células endoteliales de raton (M1168-Kit, Cell Biologics, EE.UU.). La linea
celular humana HEK293T se cultivo en DMEM suplementado con un 10% de FCS,
un 1% de penicilina-estreptomicina y 2 mM L-glutamina. Las células primarias
HUVECs (Lonza, Suiza) se mantuvieron en medio de crecimiento de células

endoteliales EGM-2. Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37°C en una atmosfera

al 5% de CO2 y un 95% de humedad.

2. ENSAYO DE FORMACION DE REDES SIMILARES A
ENDOTELIO EN CULTIVOS TRIDIMENSIONALES

Este ensayo se utilizo inicialmente para analizar las propiedades de células endoteliales
in vitro al comprobarse que al sembrarlas en algunas matrices (como el Matrigel) se
distribuian de manera particular mimetizando caracteristicas fenotipicas de estas
células. Posteriormente se han venido utilizando de manera generalizada para el estudio
de fendmenos de mimetismo vasculogénico en células tumorales. Al cultivar células con
capacidad plastica en Matrigel estas forman redes similares a las que forman las células
endoteliales cuando se las siembra en el mismo formato (Maniotis et al., 1999). Para

nuestros ensayos anadimos 30 ul de Matrigel (BD Bioscience, EE.UU.) en portaobjetos
de 8 pocillos (BD Bioscience, EE.UU), y se anadieron 50x103 células en 400 ul de medio

en cada pocillo. En los cultivos de baja densidad el nimero final de células fue de
20x103. En los cocultivos se sembraron células endoteliales y tumorales en proporcion
1:1 manteniendo el namero final de células en cada caso. Posteriormente el desarrollo
de redes similares a endoteliales se observa a distintos tiempos, documentandolo
adecuadamente mediante la adquisiciéon de imagenes en el microscopio, y extrayendo
RNA en aquellos ensayos que lo requerian. El andlisis de iméagenes se llevd a cabo
usando la plataforma WimTube (Wimasis, Alemania). Este programa mide una serie de
parametros como son el niumero de puntos de ramificacion, la longitud tubular, el

numero de bucles o el area cubierta por las células, entre otros (Figura 18).
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3. ENSAYO DE PROLIFERACION Y MIGRACION CELULAR

Las mediciones de proliferacion y migracion celular se hicieron en la plataforma
Xcelligence (ACEA Bioscience, EE.UU.). Este sistema permite medir estos parametros a
tiempo real. De manera genérica, las células se siembran en placas que contienen
microsensores electronicos donde la interaccion entre la célula y los sensores genera una
respuesta de impedancia que se correlaciona con la viabilidad celular y el nimero de
células sembradas que hay en el pocillo. En nuestros ensayos sembramos 10° células por
pocillo siguiendo las instrucciones del fabricante. Tanto la proliferacion como la
migraciéon se midieron durante 96 horas. Para los ensayos de migracion, el
recubrimiento de las correspondientes microplacas se hizo con PureCol®, una solucion
de Colageno bovino tipo I (Advanced Biomatrix, EE.UU.) diluido 1/30, 6 con Matrigel

(BD Bioscience, EE.UU.) diluido 1/10, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

4. GENOTIPADO DE LOS RATONES ADAMTS1 KO

El DNA gendémico se aisléo de muestras de oreja de raton utilizando el kit DNeasy Blood
& Tissue y una estacion automatica QIAcube (Qiagen, Paises Bajos). El genotipado se
hizo por PCR usando el reactivo 1) SYBR Green Supermix (BIORAD) manteniendo la
temperatura de anillamiento en 60°C durante 37 ciclos de termociclado. La posicion
WT se amplifico utilizando cebadores que flanqueaban los exones 5 y 6 dando lugar a
un fragmento amplificado de DNA de 333 bp. El alelo KO se amplificé con cebadores
que hibridaban en el cassette PGK-Neo que portan nuestros animales transgénicos
dando lugar a un fragmento de 177 bp (Lee et al., 2006). Las zonas amplificadas de los
animales W'T y KO se muestra en rojo en la Figura 44. La secuencia de los cebadores

se indica en la Tabla 1.
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Gen KO _

1

Lox PGK-Neo Lox 9

Figura 44. Representacion esquematica del gen ADAMTS1 y la deleccion llevada a cabo para
generar el animal KO. En la figura se puede ver, en la parte superior, la estructura proteica de ADAMTSI1. En la
zona central se encuentra la representacion esquematica del gen Adamtsl y la correspondencia con la estructura
proteica de las zonas deleccionadas. En la parte inferior se encuentra la insercién por la que se sustituyen las zonas
deleccionadas. Notese que ademas de deleccionarse los exones del 2 al 8 también se ha deleccionado un fragmento
del exén 9.

5. ENSAYO DE DESARROLLO TUMORAL Y METASTASIS
Para la generacion de tumores singénicos se inyectaron 1x10° células tumorales en 200
ul de PBS en la zona dorsal a ratones C57Bl/6 (tanto WT como ADAMTSI1-KO). El
desarrollo tumoral se monitore6 durante 18 dias tras lo que se sacrificé a los animales.
Se tomo el peso del tumor a punto final como medida de desarrollo tumoral. Se
extrajeron diferentes muestras de cada uno de los tumores con la intencién de extraer
RNA y proteina. Algunas muestras ademas se conservaron en PFA 4% durante 12

horas y posteriormente se incluyeron en parafina para conseguir secciones tumorales.

Como modelo de metastasis, en estas mismas lineas de ratones inyectamos 3x10° células
en 100 ul de PBS de manera intravenosa a través de la vena de la cola. Estos animales
se mantuvieron en observaciéon durante 13 dias tras lo que se procedié a su sacrificio.
Por las caracteristicas del experimento se evalu6 de manera macroscopica la posible
presencia de metastasis en distintos 6rganos, aunque los analisis posteriores se limitaron
al estudio de pulmoén e higado como 6érganos donde principalmente metastatizan las

células utilizadas en nuestros estudios. Todos los animales se mantuvieron y sacrificaron
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de acuerdo con la normativa espafola de manejo y experimentacién con animales de

laboratorio.

6. MUESTRAS TUMORALES HUMANAS

Las muestras humanas de carcinoma de mama y las muestras no neoplasicas (bloques
tisulares y secciones de parafina) se obtuvieron del Departamento de Anatomia
Patologica del Hospital Universitario Vall d’Hebron (Barcelona, Espana). Todas las
pacientes fueron informadas y dieron su consentimiento para utilizar las muestras en

este estudio

7. EXTRACCION DE RNA, SINTESIS DE cDNA Y QPCR

El RNA total, tanto de cultivos celulares como de muestras tumorales humanas y
murinas, se extrajo usando el kit NucleoSpin RNAII (Macherey-Nagel). Para
comprobar la integridad del RNA se corrieron entre 50 y 100 ng de RNA en un gel de
agarosa al 2% en tampon TAE (Tris base, acido acético, EDTA). Posteriormente
sintetizamos el cDNA con el kit de Bio-Rad iScript cDNA Sinthesys utilizando entre
200 y 1000 ng de RNA de partida. La reaccion de PCR se llevo a cabo en el
termociclador 7900HT (Applied Biosystems) utilizando la master mix Fast SYBR Green
(Applied Biosystems) y 2 ul de una dilucién 1/10 de cDNA por muestra. Todas las
muestras se analizaron por duplicado como minimo. Los valores de cuantificacion
relativa representan el valor de 2*(-AACt) normalizado con los genes enddgenos Actina,
B-2-microglobulina y 18S RNA. La lista de cebadores utilizados se muestran en la

Tabla 3, pagina X.

8. WESTERN BLOT Y CUANTIFICACION

Teniendo en cuenta que ADAMTSI es una proteina extracelular, su analisis en este
trabajo se ha limitado al medio condicionado de las células. Para estos ensayos el medio
recogido se concentrd usando la resina StrataClean (Strategene) de acuerdo a lo descrito
previamente (Canals et al., 2006). Las proteinas se resolvieron en geles SDS-PAGE y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuel) o PVDF (Bio-Rad).
Posteriormente, las membranas se bloquearon en leche al 5% en PBS y se incubaron
con el siguiente anticuerpo primario: anti-ADAMTS] humano monoclonal murino
(AF5867, R&D Systems). Después de la incubaciéon con un secundario adecuado

conjugado con peroxidasa se detectd la sefial con SuperSignal West Dura
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Chemiluminescence Kit (Pierce). Previo a la inmunodeteccion, se comprobaba la carga
adecuada de proteina con una tincién con Red Ponceau. Para cuantificar la cantidad de
proteina presente en el WB hicimos un analisis densitométrico de las bandas obtenidas

usando del programa informatico Image J.

9. INMUNOFLUORESCENCIA

Las tinciones de células HUVECs en los cocultivos se hicieron usando la sonda de
membrana Cell Tracker™, (LifeTechnologies, EE.UU) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La inmunotinciéon de VE-cadherina en estos mismos cocultivos se hizo
con el anticuerpo VE-cadherina anti-humano policlonal (Cayman, 160840). La fijacién
de los cocultivos se hizo con paraformaldehido al 4% en PBS y 2% de sacarosa.
Posteriormente se permeabilizaron las células con Triton X-100 al 0,2% en PBS
durante 15 minutos. El bloqueo se hizo con una diluciéon de BSA al 3%, suero del
animal hospedador en el que se habia producido el anticuerpo secundario (cabra en este
caso) al 1% en PBS durante 1 hora. Finalmente el anticuerpo secundario se incubé en
BSA al 1% vy suero del animal hospedador donde se habia producido el anticuerpo
secundario al 1% en PBS durante 1 hora. Todas las inmunotinciones se montaron con

el medio de montaje con DAPI VECTASHIELD (Vector Laboratories, EE.UU.)

Para analizar la disposicion de las fibras de actina las células tumorales se marcaron con
Faloidina-TRITC (Sigma-Aldrich, 1.9381) en una concentraciéon final de 5 ug/ml
después de haber fijado los cultivos celulares previamente en paraformaldehido al 4%
en PBS durante | hora. Las imagenes fluorescentes se adquirieron con el microscopico
Axiolmager Al (Zeiss) o con el microscopio confocal LSM710 (Zeiss). La cuantificacion
de las imagenes se llevd acabo con el programa ZEN 2010B SP1 (Zeiss) o con el

programa Metamorph 7 (Molecular Devices, EE.UU.)

10. ANALISIS DE LA VASCULATURA

Las inmunofluorescencias de secciones tumorales se llevaron acabo usando los siguientes
anticuerpos: VE-cadherina anti-humano policlonal (Cayman, 160840), Endomucina
monoclonal de rata anti-raton (SC65495, SCBT), SMA (Sigma-Aldrich, A2547). Para

desparafinar las secciones tumorales seguimos un protocolo estandar de gradiente de
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etanol. Los tampones para desenmascarar los antigenos se utilizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante de los anticuerpos. El analisis morfométrico de los vasos se
obtuvo mediante la cuantificacion de la senal del anticuerpo contra Endomucina
(SC65495, SCBT) en secciones tumorales completas, dividiendo el resultado por el area
de cada secciéon tumoral. Todas las medidas se hicieron mediante el uso del programa

informatico Metamorph 7 (Molecular Devices, California, EE.UU.).

11. ANALISIS DE VIABILIDAD VASCULAR

Para la deteccion de vasos funcionales se inyectd a los ratones 100 wl de Lectina de
Bandeiraea simplicifolia conjungada con FITC a una concentracion de 50 pg/ml de
manera intravenosa. > minutos mas tarde se anestesio a los ratones con ketamina 100
mg/kg y xilacinal0 mg/kg administrados intraperitonealmente. Tras la sedacion se
administro 500 ul de paraformaldehido al 4% de manera intracardiaca en el ventriculo
1zquierdo a los ratones para fijar la Lectina a los vasos. Con el mismo proposito se

inyectd otro grupo de ratones de manera intravenosa 100 ul de anticuerpo CD31-PE

anti-raton (102408, Biolegend, EE. UU).

12. ENSAYO DE DETECCION DE HIPOXIA

Para evaluar la hipoxia tumoral se us6 el kit Hypoxyprobe-1 (hidrocloruro de
pimonidazol) (Hypoxyprobe, EE.UU.). Se inyectaron 60 mg/kg de pimonidazol
intraperitonealmente a los ratones y se sacrificaron 30 minutos después. Los tumores se
diseccionaron y se embebieron en parafina tras ser extraidos. La tincion de
immunofluorescencia se llevo acabo usando un anticuerpo monoclonal antipimonidazol

conjugado con FITC siguiendo las instrucciones del fabricante.

13. VECTORES, PRODUCCION LENTIVIRAL Y
TRANSDUCCION

Tanto los vectores con los shRNAs para desregular la expresion de Adamtsl
(TCRN0000032034, NM_ 009621.1-2330slcl) como los shRNAs control (SHCO016)
pertenecen al sistema shRNA MISSION desarrollado por Sigma-Aldrich (St. Louis,
EE.UU.). Producimos particulas lentivirales pseudotipadas con la proteina VSV-G, con
los plasmidos pVSVG y pSPAX?2 (cedidos ambos por Dr. P. Menéndez, Instituto de

Investigacion contra la Leucemia Josep Carreras, Barcelona), en células 293'T usando
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un protocolo de transfeccion estandar con fosfato de calcio. Los plasmidos que
codificaban las proteinas GFP y dsRED utilizados para visualizar las células en los
ensayos de movilidad en Matrigel fueron donados por el Dr. Francisco-Martin
(GENYO, Granada). Las células de melanoma B16F1 se infectaron durante 12 horas.
Al dia siguiente se retir6 el medio que contenia las particulas virales y se anadié medio
nuevo dejando que las células se expandieran durante 4 dias, tras lo que se afiadié
medio con el antibidtico puromicina 1 ug/ml para seleccionar las células. La seleccion

se mantuvo durante 2 semanas.

14. ANALISIS ESTADISTICO

Para todo los ensayos los valores muestran la media * el error estandar de la media
(SEM). Se utiliz6 la t Student desapareada como método de andlisis estadistico y se

consideraron valores estadisticamente significativos a partir de p < 0.05.
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Gen
Actina
Actina

Adamts1
Adamts1
CD31
CD34
Colageno 4
DLL4
DLL4
Endoglina
Endoglina
Efrina A2
Fibronectina 1
Fibulina 1
HIF1a
HIF2a
Laminina C2
MITF
MLANA
NG2
Nidégeno 1
Nidégeno 1
Nidégeno 2
Nidégeno 2
NOTCH1
NOTCH1
NOTCH4
NOTCH4
TFPI1
TIE1
Tsp1
Tirosinasa
TYRP
VE-cadherina
VE-cadherina
VEGF C
VEGFR2
VEGFR2
Versicano
Adamts1
PGK-NEO

Especie
Humano
Ratén
Raton
Humano
Raton
Raton
Raton
Humano
Ratén
Raton
Humano
Raton
Raton
Ratén
Ratén
Raton
Raton
Raton
Raton
Raton
Humano
Ratén
Humano
Raton
Humano
Raton
Humano
Ratén
Raton
Raton
Raton
Raton
Raton
Humano
Ratén
Raton
Humano
Raton
Raton
Ratén

Forward
GATGGCCACGGCTGCTT
GCGAGCACAGCTTCTTTGC
AAAGCCATCAGGACCAGGAA
CCCACAGGAACTGGAAGCATA
TCCAGGTGTGCGAAATGCT
AGCCATCTCAGAGACTATGGTCAA
GGGTGAAAAGGGTGACATAGGA
AGTGGGCAGCGAAGCTACA
GATGACCACTTCGGACATTATGAG
CTCGATAGCAGCACTGGATGAC
CCCACAAGTCTTGCAGAAACAG
AGCAAAGTGCACGAGTTCCA
CACCTGTACCTCCAGAAACAGATG
GGCCAGCGAGCCAGAA
GAGAAAAGGGAAAGAACTAAACACACA
CCTGGCCATCAGCTTCCTT
GTGTTTCTGCTATGGGCATTCA
ACCAGCCTGGCGACCAT
ACGCTCCTATGTCACTGCTG
GACGGCGCACACACTTCTC
ACGCAGTCTACGTCACCACAAA
CGGTCTATGTCACCACAAATGGTA
GCGCTTACGAGGAGGTCAAG
TTCCTGTCCCTCCTCTGGAA
CGACGTCACCCACGAGTGT
ACCCATACTGGTCCCCACTGT
CTGCTATGTGTCTCAGTGGTCAGA
CATCCTGACCAGAGAGCTTCTGT
GCCTTTTGGGCCACTGTGT
GCCTTGGTGTGTATCCGAAGA
CCGAAAAGTGACGGAAGAGAA
CTGGAAGGATTTGCCAGTCCAC
GCACACTTTCACTGATGCGG
CATCATGTAGGCAAGATCAAGTCAA
GCAGCATCGGGTACTCCAT
CAAGACATGTCCAACAAACTATGTGT
CCACTGGTATTGGCAGTTGGA
CATCACCGAGAACAAGAACAAAACT
CAGTGTGAACTTGATTTTGATGAATG
CAAGTGCGTGAACAAGACAGACA
TGAATGAACTGCAGGACGAG

Reverse
AGGACTCCATGCCCAGGAA
CGACCAGCGCAGCGATA
GGTCAGCTACGAGCATGGTTTC
CCACTGCCGTGGAATTCTG
TGGCAGCTGATGCCTATGG
AAGTCTGTGGTTGTGAAAAAGTGTGT
GGGCCCAACAAGTGTGATG
GCCATCCTCCTGGTCCTTACA

GAAAGACATATAGGCTGGTCACAGTACT

AGCTTCTGGCAAGCACAAGAA
CGAGACCTGGCTAGTGGTATATGTC
CCAGAAGCAAAACAACACCTACAG
TGCTCCACGTGTCTCCAATC
AGTGGCAGCACCTCTTTATGAAG
GTGCAGTGAAGCACCTTCCA
GGTCGGCCTCAGCTTCAG
CCAACCATCCACATCCTGACT
CTCCTCAAACTTATAAAATGCCTCTTTT
TGACGCCTTTTGTCCATCAAG
CAGACTCTGGACAGACGGTCAA
GCGACTGCACCGAATGTTG
AGGTTCCGGGATGGTATTCTGT
ACCCATCAGATGCCAAAACTG
GCCATTATACGTGAAGACTTGATCAT
TCCTGGACAATCGTCGATATTTT
CAGCAAAACCTGGCAAGCA
CTCCATTGGCACAGGGTTCT
TCCCTTGTCCCCGAGATAGC
CCAGCTCAGAATCTGTGTCATCA
TTCACCCGATCCTGACTGGTA
ACTGGACTCCATTGTGAAAGCA
CCTTCGCAGCCATTGTTCAAA
GTGTTGGTAACTGGAGGCCA
CGGAAGACCTTGCCCACATA
CAGTTCTTTCTCGTTATAGATGTTTCC
AATCCATTGGTTGAGTCATCTTCA
CACAAGGGTATGGGTTTGTCACT
GATACCTAGCGCAAAGAGACACATT
CAACATAACTTGGGAGACAGAGACA
GTATTGAACTCCACCACCACAG
ATACTTTCTCGGCAGGAGCA

(VET:)
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresion Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresion Génica
Expresion Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresion Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresiéon Génica
Expresion Génica
Expresion Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresion Génica
Expresiéon Génica
Expresion Génica
Expresion Génica
Expresion Génica
Expresién Génica
Expresién Génica
Expresion Génica
Expresion Génica
Expresion Génica
Expresion Génica
Expresion Génica

Genotipado
Genotipado

Tabla 3. Lista de cebadores utilizados a lo largo de este trabajo.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Abreviatura

aaA'T3

ADAMs

ADAMTs

aFGF
ANG
bFGF
BM
BM40, BM90

CAF

CAM
Cat
CCL2

CD
CSC
Ct

CUB

DLL
DNA
ECM
ECs
EGF

EGFL7
eNOS

EPCs
Eph
FGF

FGFR
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Inglés
anti-angiogenic anti-
thrombin
A desintegrin and
metalloprotease

A desintegrin and
metalloprotease with
thrombospodin motifs
acid Fibroblast growth
factor

Angiopoietin

basic Fribroblast growth
factor

Basement membrane

Basemente membrane
protein 40 or 90

cancer associated fibroblast

Chicken chorriallantoic
membrane

Catalytic

Chemokine (C-C motif)
ligand 2

cluster of differentiation
cancer stem cell
C-terminal
Complement Clr/Cls,
Uegf, Bmpl

Delta like ligand
Deoxyribonucleic acid
Extracellular matrix
endothelial cells
epithelial growth factor
EGF-like domain-
containing protein 7

Endothelial nitric oxide
synthase

endothelial progenitor cells
Ephrin
Fibroblast growth factor

Fibroblast growth factor
receptor

Espaiiol
Antitrombina antiangiogénica

Desintegrina y
metalloproteasa
Desintegrina y
metalloproteasa con dominios
trombospondina

Factor de crecimiento de
fibroblastos acido
Angiopoyetina

Factor de crecimiento de
fibroblastos basico
Membrana basal

Proteina de la membrana
basal 40 6 90

Fibroblastos asociados al
cancer

Membrana corialantoidea de
pollo

Catalitico

Ligando quimiciona 2 con
motivos C-C

Cluster de diferenciacién
Célula madre del cancer
C-terminal

Complemento de Clr/Cls,
Uegf, Bmpl

Ligando similar a Delta
Acido desoxiribonucleico
Matriz extracelular

Células endoteliales

Factor de crecimiento epitelial
Proteina 7 que contiene
dominios similares a EGF
Sintasa de 6xido nitrico
endotelial

Células progenitoras
endoteliales

Efrina

Factor de crecimiento de
fibroblasto

Receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos



GFs
GON
GSCs

HA

HDACG:s

HGF
HIF
HRCC

ICAM
IFN
IGF

IGFBP2

IL
IP-10
kDa
KDR

KO
LOXIL.2
LPS

MCP

MDA

MDSC

MHC
MMPs
MMT-V

NK

NK4
NRP
NSCLC

PAI-1

Growth factors
Gonadotropin
Glioblastoma stem cells
Hyaluronic acid
Histone deacetylases

Hepatocyte growth factor

Hypoxia inducible factor

Human renal cell
carcinoma

Intracellular adhesion
molecule

Interferon

Insuline-like growth factor

Insuline-like growth factor
binding protein 2

Interleukin

Interferon gamma-induced
protein 10

kiloDalton

Kinase insert domain
receptor

Knock-out

LOX-like protein 2
Lipopolysaccharide
Monocyte chemoattractant
protein-1

Melanoma differentiation
antigen

Mesenchimal-derived stem
cells

Major histocompatibility
complex
Matrix metalloproteases

Mouse mammary tumor
virus

Natural killer

Natural killer protein 4
Neuropilin
Non-small cell lung cancer

Plasminogen activator
inhibitor-1

Factores de crecimiento
Gonadotropina

Células madre de glioblastoma
Acido hialurénico
Deacetilasas de histonas

Factor de crecimiento de
hepatocitos

Factor inducible por hipoxia
Célula de carcinoma renal
humano

Molécula de adhesién
intracelular

Interferén

Factor de crecimiento
similares a insulina

Proteina 2 de union al factor
de crecimiento similar a
insulina

Interleucina

Proteina 10 inducida por
interfer6n gamma

kiloDalton

Receptor del dominio de
insercion a kinasa

Noquear

Proteina 2 similar a LOX
Lipopolisacarido

Proteina 1 quimioatractiva de
monocitos

Antigeno de diferenciacion de
melanoma

Células madres de origen
mesenquimal

Complejo mayor de
histocompatibilidad

Metalloproteasas de la matriz

Virus de tumor de mama de
raton

Linfocitos NK, "asesino
natural"

Proteina 4 de los Linfocitos
NK

Neuropilina
Células no pequenas de cancer
de pulmoén

Inhibidor 1 del activador de
plasminégeno
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PAS
PCs

PDGF beta

PDGFR

PEDF

PEX
Pr4
PI3-K

PIGF

Pre
Pro

PTEN

PyMT

ROS
SCs
SMCs

SPARC

TAM

TCs
TEM

TGF-beta

TIE

TIMP

TIRP

™
TNFa
TSP

VCAM
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Periodico acid-Shiff
Perycites
Platelet-derived growth
factor

Platelet-derived growth
factor receptor

Pigment epithelium-
derived factor

Non-catalytic fragment of
MMP2

Platelet Factor 4
Phosphatidylinositol-3-
kinasa

Placental growth factor

Signal peptide

Prodomain

Phosphatase and tensin
homolog

Polyoma virus middle T
antigen

Reactive oxygen species
Stalk cells

Smooth muscle cell
Secreted protein acidic and
rich in cysteine

tumor associacted
macrophages

Tip cells

transendothelial migration
Tumoral growth factor
beta

Tyrosine kinase with
immunoglobulin-like and
EGF-like domains 1

Tissue inhibitor of
metalloproteinases

Tyrosinase related protein

Transmembrane
Tumor necrosis factor
Thrombospondin
Vascular cell adhesion
molecule

Acido pery6dico-Shiff
Pericitos

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas

Receptor del factor de
crecimiento derivado de
plaquetas

Factor derivado del epitelio
pigmentado

Fragmento no catalitico de
MMP2

Factor de plaquetas 4
Fosfatidilinositol-3-kinasa

Factor de crecimiento
placentario

Péptido senal

Prodominio

Homologo de fosfatasa y
tensima

Antigeno de media T del virus
del polioma

Especias reactivas de oxigeno
Células de la rama

Células del musculo liso
Proteina secretada acidica y
rica en cisteina

Macroétagos asociados al
tumor

Células de la punta

Migracion transendotelial
Factor de crecimiento tumoral
beta

Tirosina kinasa con dominios
similares a inmunoglobulinas y
a EGF, nimero 1

Inhibidor tisular de
metaloproteinasas

Proteina relacionada con
tirosinasa

Transmembrana

Factor de necrosis tumoral
Trombospondina

Molécula celular de adhesion
vascular



VEGF
VEGFR
VEGI
VM

Vascular endothelium
growth factor

VEGTF receptor

Vascular endothelial
growth inhibitor

Vasculogenic mimicry

Factor de crecimiento del
endotelio vascular

Receptor de VEGF

Inhibidor del crecimiento
endotelial vascular

Mimetismo vasculogénico
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