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I. RESUMEN

El fenémeno de angiogénesis tumoral denominado mimetismo vasculogénico
(VM) es desarrollado como mecanismo aberrante de angiogénesis de
supervivencia y adaptacion a las condiciones que sufren las células tumorales
revertidas a un fenotipo y genotipo desdiferenciado. El estudio de la
formacion, estabilizacion y progresion de los vasos sanguineos en el cancer se
remonta a la década de 1960. En un inicio se realizaron diversas
aproximaciones en el conocimiento de angiogénesis tumoral, siendo implicada
en este enfoque principalmente como actor principal la liberacion de VEGF
por parte de las células tumorales con la consiguiente atracciéon sobre la
produccién de angiogénesis aberrante por crecimiento en brotacién por parte
de las células endoteliales adyacentes al tumor. En la década de 1990, se
modelizaron diferentes mecanismos de angiogénesis tumoral, estando bajo
sospecha de actuacion las propias células tumorales en la formacién de la

angiogénesis tumoral.

En la presente tesis titulada “Funcién de VE-Cadherina no endotelial en el
desarrollo del mimetismo vasculogénico en melanoma”, hemos elucidado
el posible rol de VE-Cadherina, mas en concreto, como la fosforilacién en el
residuo Y658 puede formar parte integrante del mecanismo de formacién de
VM por parte de las células tumorales de melanoma cutaneo y uveal. Los
cambios postraduccionales de VE-Cadherina se han estudiado con eficiencia
en diversos modelos de dindmica inter-celular y/o célula-célula, siempre sobre
el foco mecanistico por parte de las células endoteliales normales.
Colateralmente, la pY658 de VE-Cadherina se ha introducido como posible
diana de la quinasa de adhesiones focales (FAK) en modelos tumorales. De
hecho, la inhibicién de la FAK a través del tratamiento especifico inhibitorio
de la actividad de la misma (PF-271) o su silenciamiento (siRNA FAK),
incapacit6 la posible fosforilacion del residuo Y658 de VE-Cadherina con la
consiguiente deplecién de formacion de VM en las lineas celulares MUM 2B

(melanoma uveal) y C8161 (melanoma cutaneo) con capacidad de formar VM.

Por otro lado, es conocido que la dinamica de trafico intracelular entre los
movimientos de las cadherinas son dependientes de las proteinas ancladas a las

mismas, dichas proteinas pertenecen a la familia de las cateninas. Mas en
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detalle, la catenina denominada p120 por su peso molecular, esta envuelta en el
desplazamiento o mantenimiento en membrana de E-Cadherina y de VE-
Cadherina, todo ello orquestado por los diversos factores solubles que pueden
repercutir en la localizacion intracelular de las mismas. La funcién de E-

cadherina sobre la dindmica intracelular ha sido ampliamente estudiadas en

diversas localizaciones intracelulares en compafifa con p120 y B-catenina y
estas a su vez tienen unién con diferentes factores transcripcionales (Kaiso).
En esta tesis, a través de experimentos tanto por experimentos de
subfraccionamiento celular y co-immunoprecipitacién detectamos a VE-
Cadherina formando complejo con pl20 y Kaiso en el compartimento

intracelular nuclear y que la inhibicién de la FAK abolia dicha unién.

Se ha publicado y estudiado con anterioridad el posible impacto que puede
suponer la unién de p120 a Kaiso y su desplazamiento a compartimentos
subcelulares anémalos en la ruta de sefializacion de E-Cadherina y la
consiguiente repercusion transcripcional sobre los genes dependientes de
Kaiso. Nuestros resultados muestran y como aqui reportamos, VE-Cadherina
es parte integrante del complejo p120/Kaiso en células de melanoma con
capacidad de formar VM. La inhibicién de la FAK o el silenciamiento de VE-
Cadherina reprimen la expresion de los genes dependientes de Kaiso, por
acumulacién y reclutamiento del mismo sobre los promotores de CCND1 y
WNT 11, como asi también disminuye la capacidad de formacién de VM. El
desarrollo de la linea celular MUM 2B K.O para VE-Cadherina a través de la
tecnologia de ediciéon génica CRISPR-Cas 9, nos permitié analizar el impacto
que tiene la fosforilacion de la Y658 de VE-Cadherina sobre la formacién de
VM. El rescate de VE-Cadherina WT revertia la capacidad de VM, por el
contrario, el rescate de VE-Cadherina Y658 mutada a I (por tanto, no
fosforilable) impidi6 a la linea celular MUM 2B la formaciéon de VM.
Demostrando asi, la importante accion por parte de VE-Cadherina y la
fosforilacion basal en el residuo Y658 en el desarrollo aberrante de

angiogénesis tumoral.

Finalmente, la implicaciéon de VE-PTP sobre la dinamica y movimiento
intracelular de VE-Cadherina estd siendo objeto de estudio en la ultima década
en relacién a la funciéon de la célula endotelial. En la presente tesis hemos
abordado la posible actuaciéon de VE-PTP en la formacion de VM. Asi, la

expresion de VE-PTP se correlaciona con la de VE-Cadherina en las lineas
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celulares de melanoma uveal (MUM 2B) y cutaneo (C8161). Ademis, VE-PTP
es esencial en el mantenimiento y estabilidad de VE-Cadherina, ya que su
silenciamiento produce la degradacién de VE-Cadherina con la consiguiente
deplecién de formacién de VM en experimentos de angiogénesis z vitro. Todo

ello, debido en parte, a la disminuciéon de expresion de los genes diana
dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11).

Por otro lado, a través de experimentos de co-inmunoprecipitaciéon de p120
tras el silenciamiento de VE-PTP, observamos un incremento de las
fosforilaciones globales sobre las tirosinas de p120, lo que sugeria que VE-PTP
podria estar implicada en la dinamica de mantenimiento del estado de
fosforilaciéon de p120 y en el mantenimiento del complejo pY658/p120. La
persistencia de este complejo, incluso tras la fosforilacion de VE-cadherina,
puede estar en la base de la adquisicién de plasticidad celular por parte de las

células de melanoma con capacidad de VM.

Como conclusion, el estado de fosforilacion de VE-Cadherina en el residuo
Y0658 confiere a las células de melanoma con capacidad de formaciéon de VM
adquirir una plasticidad y una capacidad de diferenciaciéon parcial para asf llegar
a término el desarrollo tumoral, orquestado por la accién y uniéon de p120 y
VE-PTP sobre VE-Cadherina y ejerciendo un efecto sobre la transcripcion de
genes implicados en el mantenimiento de VM. El estado de activacion
permanente de la quinasa FAK es, en parte, responsable de la fosforilacion
continia de VE-cadherina y la inhibicion de FAK impide las acciones
indebidas de la pY658 en el VM, siendo, por tanto, una posible diana

terapéutica para impedir el desarrollo de angiogénesis aberrante de VM.
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II. INTRODUCCION

1. Cancer y metastasis: una visiéon global

Se define como cancer al conjunto de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento excesivo y descontrolado de células, las cuales invaden y dafan

tejidos u 6rganos provocando finalmente la muerte del individuo.

El cancer es el resultado de mutaciones en genes que regulan la proliferacion y
la homeostasis, incluida la muerte celular. Entre ellos se encuentran los
oncogenes y los genes supresores de tumores. Alteraciones en éstos promueve
la aparicion del cancer, ya que se produce la pérdida de control de procesos
basicos celulares, como, por ejemplo, la funcién de un gen, el control del ciclo
celular o la proliferacién descontrolada debido a la ganancia de la funcién de

un oncogén.

Se ha propuesto que la carcinogénesis supone la adquisicion de al menos 6
alteraciones fundamentales en la fisiologia celular que van a determinar la
transformacion maligna: proliferacién autosuficiente, insensibilidad a sefales
inhibidoras del crecimiento, evasiéon de la muerte celular programada, potencial
replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, invasién de tejidos y metéstasis'.
En las dos ultimas décadas a estas alteraciones se han adicionado nuevos
marcadores emergentes relacionados con la reprogramaciéon del metabolismo
energético, la inflamacién, la inestabilidad genémica y la evasion del sistema
inmunolégico. Ademas de las células tumorales, los tumores exhiben otro
grado de complejidad, contienen un repertorio de células normales que
contribuyen a la adquisicién de rasgos distintivos creando el microambiente

tumoral.

La diversidad de canceres que surgen en los seres humanos supera las 200
entidades de enfermedades distintas, lo que refleja las diferencias en las células
de origen normales, las mutaciones somaticas adquiridas, las redes
transcripcionales alteradas de forma wvariable y las influencias de los
microambientes de tejidos locales. Se han hecho intentos para destilar esta
complejidad en wun conjunto unificador de principios organizadores
denominados signos distintivos del cancer (Fig. 1). A pesar de los avances
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significativos en el estudio, diagnéstico y tratamiento del cancer, la gran
mayotfa de los pacientes con enfermedad metastasica avanzada se enfrentan a
una enfermedad terminal que es, con rara excepcion, incurable por los
regimenes terapéuticos actuales. Dicho de otra manera, la abrumadora mayoria
de las muertes asociadas al cancer (alrededor del 90%) son causadas por una
enfermedad metastasica en lugar de tumores primarios. La diseminacion de
células cancerosas de tumores primarios y su posterior implante de nuevas
colonias tumorales en tejidos distantes implica un proceso de multiples pasos
conocido como la cascada de invasion-metastasis. Esta secuencia de eventos
implica la invasiéon local de células tumorales primarias en los tejidos
circundantes; intravasacion de estas células en el sistema circulatorio y
supervivencia durante el transito hematdgeno; detencién y extravasacion a
través de las paredes vasculares hacia el parénquima de tejidos distantes;
formaciéon de colonias micrometastasicas en este parénquima; y la posterior
proliferacién de colonias microscopicas en lesiones metastasicas manifiestas,

clinicamente detectables, este ultimo proceso se denomina colonizacion.

La metastasis es la diseminacién de células malignas de un tumor primario a
lugares distantes y es la causa de muerte de la mayorfa de casos de cancer.
Numerosos estudios son constantemente publicados acerca de los diversos
elementos involucrados en este proceso tan importante que, sin embargo, sigue

siendo uno de los aspectos mas enigmaticos de la enfermedad', (Fig. 1).
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Fig 1. Representacién de las caracteristicas distintivas complementarias del cancer que
permiten el crecimiento tumoral y la diseminacién metastasica que contindan brindando una
base sélida para comprender la biologfa del cancer. Las células de carcinoma que escapan de
los tumores primarios pueden intravasarse hacia la circulacién, ya sea como células tumorales
circulantes individuales (CTC) o como grupos de CTC multicelulares. El torrente sanguineo
representa un ambiente hostil para las CTC, exponiéndolos a la eliminacién rapida por las
células asesinas naturales (NK) o la fragmentacion debido al estrés fisico que se encuentra en el
transito a través de la circulacion. Las células de carcinoma obtienen proteccion fisica e
inmunoldgica a través de las acciones de las plaquetas, que recubren las CTC poco después de
la intravasacién. Los neutrdfilos también pueden proporcionar proteccion contra los ataques
de células NK, al tiempo que contribuyen a atrapar y a la extravasacion de las CTC. Una vez
alojadas en un capilar, las plaquetas activadas y las células de carcinoma secretan una setie de
factores bioactivos que pueden actuar sobre los monocitos, las células endoteliales y las propias
células de carcinoma. Los efectos colectivos de estas interacciones promueven la migracién
transendotelial de las células de carcinoma, que puede ser ayudada por los macréfagos
asociados a metastasis en el parénquima objetivo.
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1.1 Melanoma uveal humano, metastasis y prognosis

El melanoma uveal es la neoplasia maligna intraocular primaria mas comun en
los adultos y presenta una incidencia de 0.7 por cada 100.000 habitantes,
clasificada por tanto como una enfermedad rara. Esta incidencia aumenta con
la edad y el pico maximo se sitda entre la sexta y la séptima década de vida. Es
mas comun en la poblacién caucisica, especialmente aquellos con iris azul/gtis.
Las tasas de supervivencia a los 5, 10 y 15 afos son el 65%, 50% y 45%
respectivamente’. El 92% de los casos de melanoma uveal surgen en las
coroides, mientras que el resto tiene su origen en el iris (3%) y el cuerpo ciliar
(5%). Los melanomas coroideos tienen el peor prondstico, mientras que los

melanomas del iris tienen el mas favorable.

El melanoma wuveal se asocia con el desarrollo de metastasis en
aproximadamente el 50% de los casos y el 40% de los pacientes mueren por la
enfermedad metastéasica a pesar del tratamiento con éxito del tumor primario’.
La diseminacién metastasica, predominantemente se produce en el higado en
hasta el 90% de los pacientes con enfermedad metastisica®. Otros sitios
potenciales incluyen pulmoén (24%), hueso y piel (16%), pero estos son raros

en ausencia de metastasis en el higado’.

La muerte por metastasis generalmente ocurre en su mayorfa dentro de los 12
meses posteriores a la deteccion de la enfermedad metastisica’. Los pacientes
con metastasis hepaticas sobreviven durante un promedio de 4 a 6 meses, con
una tasa de supervivencia a 1 afio del 10-15%. El tiempo de supervivencia

informado para pacientes con otros tipos de metastasis son 19-28 meses’.

El tratamiento mediante quimioterapia sistémica o local y/o hepatectomia
parcial, rara vez prolonga la vida®. Para tener la posibilidad de impactar en la
baja tasa de supervivencia, es necesaria la deteccién temprana de la enfermedad
metastasica. Por lo tanto, se recomienda una monitorizaciéon sistémica que
incluya principalmente la funcién hepatica y las imagenes mediante ultrasonido
o resonancia magnética dos veces al afno. Con base en los hechos de que los
pacientes pueden desarrollar enfermedad metastasica incluso después de la
enucleaciéon del ojo primario con tumor y con respecto a los estudios que

demuestran células de melanoma circulantes en pacientes sin metastasis
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clinicamente evidentes, se debe suponer que muchos pacientes ya tienen
micrometastasis indetectables en el tiempo de detecciéon y tratamiento del

tumor primario.

El pronéstico también depende del tipo histolégico del tumor, con un mayor
riesgo de metastasis cuando el tumor muestra un tipo de célula epitelioide,
redes microvasculares, actividad mitética e infiltracién linfocitica. El analisis
citogenético celular tumoral definitivamente ayuda en el prondstico. La
monosomia 3 tiene un riesgo significativo de enfermedad metastatica’. Las
anormalidades asociadas con los cromosomas 1, 6, 8 y 11 aumentan el riesgo.
El perfil de expresion génica identifica dos clases de melanoma, en las que la
clase 1 de disomia-3-positiva (grado bajo) mostré un 95% de supervivencia y la
clase 2 de monosomia-3-positiva (grado alto) mostré solo el 31% de

supervivencia a los 8 afios'* 2,

1.2 Genética del melanoma uveal humano

El melanoma uveal se origina a partir de células de la cresta neural
pluripotentes que migran y pueblan diferentes ubicaciones anatémicas (por
ejemplo, epidermis, dermis y tracto uveal). Los melanocitos que residen en el
tracto uveal parecen tener un linaje de desarrollo y perfil citogenético distintos
en comparacioén con sus homologos epidérmicos de melanocitos de la piel. Los
tumores de melanoma uveal muestran alteraciones en los cromosomas 1, 3, 6 y
8. Pero la aberracion cromosémica mas relevante asociada con el melanoma
uveal metastasico es la pérdida del cromosoma 3. La presencia de monosomia
3 en el tumor primario se correlaciona estrechamente con el riesgo de
enfermedad metastasica. La ganancia de 8q, que también se asocia con una
supervivencia reducida, ocurre frecuentemente en combinacién con
monosomia 3 y se considera un evento posterior inducido por la pérdida del
cromosoma 3. Otras alteraciones cromosémicas, como la pérdida de 6q o 1p,
también aumentan el riesgo metastasico, mientras que la ganancia de 6p se
produce casi de forma mutuamente excluyente con la monosomia 3 y se asocia

. ’ . 9 —
con un mejor pronostmom 15.
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El desarrollo de la malignidad se ha asociado con mutaciones oncogénicas que
influyen en el ciclo celular y la muerte celular programada. Los melanomas
uveales muestran una expresion exacerbada de la proteina reguladora del ciclo
celular ciclina D (CCND) que involucra las vias RAF/MEK/ERK. Estas vias
son importantes para la homeostasis de los melanocitos. La activacion de estas
vias conduce a la fosforilacién e inactivacion del gen supresor de tumores del

retinoblastoma'®.

Una mutacién oncogénica que afecta a la ruta RAF/MEK/ERK es una
mutacion de los genes GNAQ y GNAI11 en el codén 29. Ademas, GNAQ
también participa en la sefializaciéon de la endotelina, que es esencial para la
supervivencia de los melanocitos al inicio del desarrollo'. La activacion de
GNAQ imita la sefializaciéon del factor de crecimiento en la ruta
RAF/MEK/ERK, lo que lleva a la activacién transcripcional de CCND1 que
estaba sobreexpresada en melanomas uveales. La mutacion GNAQ se observé
en el 45 a 49% de las muestras de biopsia de melanoma uveal, mientras que las
mutaciones GNA11 se observaron en 31.9% de las muestras de melanoma

uvea 18.

1.3 Diagnostico y tratamiento del melanoma uveal humano

En contraste con los principios basicos de oncologia, la evaluaciéon histologica
o citolégica no se usa de manera rutinaria en el diagnéstico de lesiones
neoplasicas intraoculares. El diagnéstico del melanoma uveal se basa
principalmente en el examen clinico mediante biomicroscopia y oftalmoscopia
indirecta, y los médicos experimentados pueden diagnosticar un melanoma
uveal segun el examen clinico. Sin embargo, es imperativo que se realicen
pruebas de diagnéstico adicionales. Las pruebas complementarias incluiran
ecografia, fotografia en color del fondo, angiografia del fondo con fluoresceina,
angiograffa con verde de indocianina, tomografia Optica computarizada y

biomicroscopia con ultrasonido.

La terapia del melanoma uveal depende del tamano del tumor, la ubicacion, las
caracteristicas asociadas, el estado del otro ojo, el estado sistémico del paciente

y el deseo del paciente. Las opciones de manejo incluyen termoterapia
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transpupilar (IT'TT), radioterapia de placa, irradiacién de particulas cargadas,
radioterapia estereotactica (RTS), reseccion local, enucleacién o exenteracion

orbital.

TTT es un método de tratamiento que utiliza un sistema de administracién de
laser de diodo modificado para inducir la hipertermia en el tumor mediante el
suministro de luz en el rango infrarrojo. El tumor se calienta a una temperatura
de 60-65°C". Cuando se introdujo la TTT en el tratamiento del melanoma
coroideo, los datos de seguimiento a corto plazo demostraron que, en casos
apropiados, la regresion del tumor se puede lograr en mas del 90% de los
pacientes™. Los estudios con un seguimiento mis largo, sin embargo, han
amortiguado el entusiasmo inicial, mostrando que la fotocoagulacién
convencional y la TTT pueden no ser tan diferentes como se pensaba
anteriormente. Singh et al encontraron una tasa promedio de recurrencia del
17% (8-56%0) después del TTT primario en pacientes con melanoma pequefio
e informaron que el 7% de estas recidivas implicaron una extension
extraescleral®’. Ta terapia se limitard a tumores planos de 2,5 mm después de
los resultados del estudio de la técnica TTT a largo plazo. Con el alto riesgo de
recurrencia del tumor**, los pacientes deben seleccionarse cuidadosamente y
controlarse con frecuencia cuando se tratan con TTT. La TTT se ha adaptado
actualmente en combinacién con la radioterapia de placa® o se aplica como
tratamiento secundario a la recurrencia local del tumor después de la
radioterapia o la reseccién local®. Shields et al estudiaron el impacto de la
radioterapia de placa combinada con la TTT en 270 pacientes con melanoma
coroideo y concluyeron que la radioterapia de placa combinada con la TTT
proporciona un excelente control local del tumor, con solo un 3% de
recurrencia a los 5 afios de seguimiento™. Las complicaciones de este enfoque

terapéutico incluyen la traccién maculat, la oclusion vascular y la hemorragia™.

La radioterapia es actualmente el tratamiento mas comun para el melanoma
uveal, especialmente en el melanoma uveal posterior. En la aplicacién clinica, la
radioterapia puede administrarse en forma de placa radiactiva, radioterapia de

haz externo (RTS) o con un acelerador lineal.
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En la RTS, la radiacién se administra como una dosis unica o RTS fraccionada
en dosis iguales mas pequefias. Los dispositivos utilizados en la irradiacién de
haz de fotones estereoticticos son el “Gamma Knife”, el acelerador lineal
(rayos X) y el “Cyber Knife”. Una ventaja del enfoque estereotactico es que los
bordes del tumor estan determinados por MRI (resonancia magnética nuclear)
y CT (tomograffa computarizada) y no se requiere ningin procedimiento
quirtrgico para determinar la ubicacion del tumor®*. “Gamma Knife” se ha
utilizado para tratar los melanomas uveales con resultados exitosos™. Sin
embargo, no es una modalidad de tratamiento preferida debido a las altas tasas
de retinopatia por radiacion y glaucoma neovascular (8,6 a 64%)*. El
acelerador lineal se utiliza para tratar el melanoma uveal mediante radioterapia
estereostatica hipofraccionada. Las ventajas de este enfoque son una menor
exposicion a la radiacion en los tejidos sanos adyacentes al tumor y evitacién de
efectos a largo plazo. Los sistemas de fijaciéon no invasivos disefiados para su
uso con aceleradores lineales tienen una mayor comodidad para el paciente y
cumplimiento del tratamiento™. Utilizando RTS, Zehetmayer et al logré un
control local del tumor en el 98% de los casos y la reduccion del tumor en el
97%. Las reducciones del volumen tumoral relativo medio fueron 44, 60 y 72%
después de 12, 24 y 36 meses, respectivamente. Siete pacientes desarrollaron

metastasis (11%)>".

La enucleaciéon primaria estd generalmente indicada para los melanomas
grandes que ocupan la mayor parte del espacio intraocular o para los tumores
que han invadido el nervio 6ptico. En términos de supervivencia, muchos
estudios no han demostrado una diferencia significativa en la mortalidad entre
las terapias de conservacién ocular y la enucleacién®. Los pacientes con
melanoma uveal tratados con braquiterapia de placa (terapia de radiacion
interna) y aquellos que se sometieron a enucleacién no revelaron diferencias
significativas en la supervivencia a largo plazo®”. Por lo tanto, en los ultimos
afios, los tratamientos de conservaciéon ocular han ganado popularidad frente a
la enucleacién. La reseccion local es una opcion de tratamiento alternativa para
los pacientes con melanoma coroideo, que impide la reseccién del ojo.
Actualmente la coroidectomia solo se realiza por un pequefio nimero de
cirujanos debido a los desafios técnicos involucrados. Los tumores se pueden
extirpar quirurgicamente a través de una ruta transretinal (endoresecciéon) o

transescleral  (exoreseccién). ILas complicaciones mayores como el
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desprendimiento de retina y la hemorragia vitrea se han informado con ambas

técnicas™.

2. Angiogénesis en el cancer

El concepto de nuevos vasos o neovascularizaciéon se describié por primera
vez en 1787 con referencia a los tejidos en desarrollo de los animales. El
termino angiogénesis se acuid en 1900, pero no se us6é con referencia a
tumores hasta la década de 1960”. Se han descrito varios tipos de angiogénesis
en el cancer: angiogénesis brotante, crecimiento microvascular por
invaginacion, proliferaciéon microvascular glomeruloide, cooptacién vascular y
Mimetismo Vasculogénico (VM de sus siglas en inglés)™. Los estudios recientes
muestran que solamente una minoria de tumores puede crecer de una manera
puramente no angiogénica incluso en condiciones hipoxicas, y otros tumores

tienen una mezcla de areas angiogénicas y no angiogénicas’’ (Fig. 2y 3).
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Fig. 2: Cronologia histérica de investigaciones relevantes seleccionadas en VM y angiogénesis.
Se muestran estudios experimentales preclinicos (Caja azul), informes histopatolégicos de
tumores humanos (Caja marrén), resultados de ensayos clinicos (Caja roja) y otros eventos
clave desde mediados del siglo XIX hasta nuestros dias. Los descubrimientos de investigacion
relacionados con la angiogénesis tumoral se muestran a la derecha, y los relacionados con VM

se muestran a la izquierda.

Los vasos sanguineos suministran oxigeno y nutrientes a cada parte del cuerpo,
eliminan sustancias de desecho y proporcionan puertas de entrada para las
células inmunitarias y otras células (pericitos, células de musculo liso) que
forman parte de estos vasos alrededor de las principales células endoteliales.
Los vasos pueden crecer de varias maneras. Mientras la vasculogénesis se
refiere a la formacién de vasos sanguineos por las células progenitoras de
células endoteliales, la angiogénesis se refiere a la formacién de brotes y
posterior estabilizaciéon de estos por las células murales, y la arteriogénesis se
define al crecimiento colateral que denota el crecimiento expansivo de los
vasos preexistentes, formando finalmente puentes colaterales entre redes de
arterias™. Cuando el crecimiento de los vasos se desregula puede afectar a
nuestra salud y producir diversas patologias. Esta desregulacion puede ser
debida a la inflamacién de la barrera endotelial o a la infiltracién comun de
leucocitos; asi como otras patologias como el cancer y la hipoxia,
produciéndose dentro de un microambiente bien orquestado por las células
tumorales. Entre otras patologias implicadas se encuentran la psoriasis, la
artritis, la obesidad, el asma, la arteriosclerosis y las enfermedades infecciosas, y
la lista sigue creciendo, pero es importante sefialar que la causa principal de la
alteracion de la vision por pérdida de angiogénesis es la pérdida de visiéon por
envejecimiento celular”. Como hasta ahora, tradicionalmente, el tratamiento de
las estrategias de bloqueo de los vasos aberrantes han sido el uso de farmacos
anti-angiogénicos, estos intentan inhibir la formacién de nuevos vasos y para

asi destruir los vasos existentes que producen los tumores®.

Ciertos investigadores se mostraron escépticos en cuanto a si los agentes anti-
angiogénicos serfan altamente efectivos en humanos. En la década de 1990,

Pezzella y colaboradores**

observaron que algunos tumores de pulmén
cooptan vasos preexistentes en lugar de inducir la angiogénesis y que este
mecanismo podrfa ser una barrera importante para la eficacia de agentes anti-

angiogénicos en pacientes. No obstante, numerosos son los agentes anti-
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angiogénicos dirigidos en contra de la sefalizacion de VEGF que finalmente
entraron en uso clinico, incluidos los anticuerpos dirigidos a VEGF-A
(bevacizumab) o al receptor 2 de VEGF (ramucirumab), una trampa de VEGF
(aflibercept) y varios inhibidores de la tirosina quinasa del receptor de VEGF
(incluidos nintedanib, pazopanib, regorafenib, sorafenib, sunitinib y vatalanib).
La amplitud de las aprobaciones de agentes anti-angiogénicos ha incluido
pacientes con canceres de pulmon, rifidn, gastrointestinal en estadio avanzado,
cerebro, higado, mama, tiroides, pancreas (tumor neuroendoctino pancreatico),

cérvix y ovario (Fig. 2).

Sin  embargo, con respecto a la  premisa original de que
la angiogénesis sostenida es un requisito previo para la progresiéon del tumor,
las grandes esperanzas de la eficacia terapéutica de los agentes anti-

8. Primero, a pesar de la

angiogénicos no se han cumplido por completo
presunta dependencia universal, los agentes no son uniformemente activos en
todos los tipos de tumores. Mejoras reproducibles y estadisticamente
significativas. en la supervivencia libre de enfermedad (SLP) y la supervivencia
general (SG) se han observado en ciertos canceres, como el carcinoma de
células renales (CCR) en estadio avanzado, el carcinoma hepatocelular (CHC) y

172 sin embargo, no se ha demostrado ninguna

el carcinoma colorrectal (CCR)
mejora significativa en la SG con un agente anti-angiogénico (ya sea en
monoterapia 0 en combinacién) en pacientes con adenocarcinoma pancreatico,

cancer de prostata, cincer de mama o melanoma™™’.

En los siguientes apartados describiremos los diferentes modelos de
produccién de angiogénesis en el cancer conocidos (Fig. 3), pero esta tesis
doctoral estard centrada en el mecanismo denominado Mimetismo
Vasculogénico (VM), representando asi en la Fig. 2 los progresos cientificos

mas importantes en este campo.
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Fig. 3: a) Representaciones esquematicas de los patrones de crecimiento tumoral en el
pulmén. En el parénquima alveolar normal, los espacios alveolares del pulmén estan llenos de
aire y estan delimitados por las paredes alveolares. Dentro de las paredes alveolares hay vasos
sanguineos rodeados por una capa delgada de matriz extracelular. Los neumocitos tipo 1y tipo
II se alinean en las paredes alveolares y separan los vasos del espacio aéreo. Se observan tres
patrones angiogénicos basicos de crecimiento tumoral en el pulmén, que se pueden encontrar
tanto en lesiones primatias como metastisicas. El ptrimero se llama "difuso", en el que el tumor
crece sin ninguna estructura arquitectonica identificable al reemplazar el parénquima normal.
El segundo es "basal", en el que los nidos de células neoplésicas estin rodeados por estroma
que contiene vasos ¢ inflamaciéon (que reemplaza al parénquima normal). El tercero es
"papilat", en el que las células neopldsicas recubren las papilas formadas por un delgado tallo
fibroso que contiene el nuevo vaso para formar el tumor. Este ultimo patrén de crecimiento se
asocia principalmente con el carcinoma bronquioalveolar primario de pulmén, y cierta
estructura residual del pulmén normal puede permanecer visible en algunas areas del tumor.
También se pueden observar tres patrones no angiogénicos de crecimiento tumoral. El primer
pattén se conoce como "alveolat" y es el tipo mds comin de crecimiento maligno no
angiogénico en el pulmén tanto en el tumor primatio como en el secundario, en el que las
células neoplasicas llenan los espacios alveolares y, posteriormente, los neumocitos
desaparecen. Se podria argumentar que, en la fase inicial, las células tumorales cooptan el
epitelio en lugar del vaso. El segundo patrén es "intersticial", que se observa solo con lesiones
metastasicas en el pulmon, en las que las células metastasicas se extravasan y crecen dentro de
las paredes alveolares, pero no entran en los espacios alveolares. El tercer patrén no
angiogénico que se ve en el pulmén es el "perivascular cuffing” (también se obsetva solo en las
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metdastasis), en el que las células crecen abrazando como un manguito alrededor de un vaso
mas grande.

b) Representaciones esquemiticas de los patrones de crecimiento tumoral en el higado. En el
higado, la sangre fluye desde la vena porta y desde las ramas de la arteria hepatica (ubicadas en
los espacios del portal), a través de los sinusoides y, en dltima instancia, a la vena centrilobular.
Los sinusoides del higado son canales vasculares revestidos por células endoteliales
especializadas que contienen numerosos poros y células dispersas con capacidad fagocitica,
conocidas como células de Kupffer. Entre el endotelio y las células hepaticas se encuentra el
espacio de Disse, en el que los fluidos pueden transportar moléculas desde los hepatocitos
hasta el flujo sanguineo y viceversa. Existen dos tipos angiogénicos de crecimiento tumoral en
el higado. Uno se conoce como "desmoplasico", en el que las células cancerosas inducen el
crecimiento de nuevos vasos y estin rodeadas por un estroma desmopldsico que las separa del
parénquima hepatico normal. El otro es conocido como "empuje"”, en el que el tumor también
induce el crecimiento de nuevos vasos y empuja directamente contra el tejido hepatico normal,
lo que lleva a la compresion de las placas hepaticas. En el tipo de crecimiento no angiogénico
de crecimiento tumoral observado en tumores hepaticos primatios y secundatios, las células
neoplasicas reemplazan de manera efectiva a los hepatocitos, pero preservan la arquitectura del
higado y cooptan vasos sinusoidales preexistentes. Adaptacion de Donnem T, 20183,

2.1 Mecanismo de vascularizacion en cancer: brotacion

endotelial

El mecanismo mas conocido por el cual los tumores promueven su propia
vascularizacioén es inducir nuevos brotes capilares a partir de capilares de tejido
huésped preexistentes. La primera descripcion de este proceso se remonta a la
década de 1970, cuando Ausprunk y Folkman™ sugirieron la siguiente

secuencia para el brote capilar inducido por un tumor:

1. La membrana basal se degrada localmente en el lado de la vénula
peritumoral poscapilar dilatada situada mas cerca del estimulo
angiogénico, los contactos inter-endoteliales se debilitan y las células
endoteliales emigran hacia el tejido conectivo por los estimulos
angiogénicos.

2. A continuacién, se produce la formacién de un cordén sélido por las
células endoteliales que se suceden entre si de manera bipolar.

3. La formaciéon de la luz ocurre por la curvatura cuerpo-célula de una

célula endotelial tunica o por la participacion de mas células
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endoteliales en paralelo con la sintesis de la nueva membrana basal y el

reclutamiento de células periticas o murales.

Las principales desventajas de este modelo son su incapacidad para identificar
la naturaleza y el origen del estimulo necesario para la formacién de la luz y la
suposicion de que la desdiferenciacion y la rediferenciacién tienen lugar
durante el mismo proceso, que se manifiesta en la pérdida y recuperacion de la
polaridad luminal-basal de las células endoteliales. Ademas, aunque se ha
establecido que el estimulo necesario para la formaciéon de la luz proviene de la
membrana basal en desarrollo, segun este modelo, la deposiciéon de la

membrana basal se produce después de la formacion de la luz.

A principios de la década de 1990, se describi6 un modelo de brotacion

60

diferente”™. Este modelo sugiere una secuencia de tres etapas para explicar los

cambios ultraestructurales durante el brote endotelial inducido por el tumor:

1. Existe una alteracién estructural de la membrana basal caracterizada
por la pérdida de densidad de electrones en toda la circunferencia del
"vaso madre" dilatado (aunque los componentes de la membrana basal
como la laminina y el colageno IV pueden todavia ser detectado por
inmunohistoquimica). La degradacién parcial y regulada de la
membrana basal alterada ocurre solo en lugares donde los procesos de
las células endoteliales (conectados por uniones intercelulares) se
proyectan en el tejido de conexion.

2. La migracién adicional de las células endoteliales, que estan dispuestas
en paralelo, manteniendo su polaridad basal-luminal y formando una
luz en forma de hendidura, tiene lugar continuamente con la luz del
vaso madre y se sella mediante uniones inter-endoteliales intactas. La
membrana basal de baja densidad de electrones se deposita
continuamente por las células endoteliales polarizadas, mientras que
solo la punta misma del capilar en crecimiento estd libre de material de
membrana basal.

3. Los pericitos proliferantes del vaso madre migran a lo largo de la
membrana basal de la yema capilar, lo que da como resultado una
cobertura completa del nuevo vaso. Paralelamente, se puede observar

la aparicion de una membrana basal densa en electrones alrededor de
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las yemas capilares maduras. Segin el modelo anterior, no es necesario
ningun estimulo para la induccién de la formacion de luz, ya que las

células endoteliales no pierden su polaridad durante el proceso.

Las bases moleculares del proceso de brotaciéon ha sido ampliamente
estudiadas y revisadas®'. Durante este proceso, los vasos inicialmente se dilatan
y se hacen mas débiles en respuesta al factor de permeabilidad vascular o
también denominado factor de crecimiento endotelial vascular (VPF/VEGF)®.
Esto esta mediado por la regulacién a groso modo, por el 6xido nitrico, el
desarrollo de fenestraciones y organulos vesiculo-vacuolares, y por la
redistribuciéon de CD31/PECAM-1 y VE-Cadherina. La transicion de la
membrana basal, probablemente mediada por metaloproteinasas de matriz
(MMP), gelatinasas y el sistema activador de plasminégeno de uroquinasa,
podria ser en parte responsable del inicio de la proliferacién y migracion de las
células endoteliales. Ang-2 (Angiopoetina-2, un mediador de la sefializacion
Tie-2) esta involucrado en el desprendimiento de pericitos y el
desmadejamiento de la matriz. Un gran niumero de moléculas estimulan la
proliferacién y la migracion endotelial, incluido el factor de crecimiento
transformante (TGF-B1)*%, el factor de necrosis tumoral (TNF-a), los
miembros del sistema de quimioquinas, el factor de crecimiento de fibroblastos
y el factor de crecimiento detivado de plaquetas (PDGF)’. Se podtia
argumentar que las integrinas representan los receptores de adhesién mas

importantes en las células endoteliales migratorias®. (Fig. 4).

En general, la germinacién/brotaciéon estd controlada por un equilibrio
estrictamente regulado de factores activadores e inhibidores de la angiogénesis:
una citoquina angiogénica promueve la proliferacién, migraciéon o formacion
de luz sobre las células endoteliales mientras que un inhibidor interfiere con
estos pasos y modula la actividad de proliferacién o migracién de las mismas.
Sin embargo, los tipos de tumores individuales usan varias combinaciones de

citoquinas proangiogénicas e inhibidoras®.
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Fig. 4: Representacion esquematica del mecanismo de crecimiento vasculogénico endotelial en
brotacion.

2.2 Mecanismo de vascularizacion en cancer: Crecimiento

microvascular por invaginacion

El crecimiento microvascular por invaginaciéon se refiere a la formacién de
redes de vasos mediante la insercién de columnas de tejido conectivo, llamadas
pilares de tejido, en la luz del vaso y al crecimiento posterior de estos pilares, lo
que resulta en la division de la luz del vaso. Este tipo de angiogénesis, que se ha
observado en una amplia variedad de tejidos normales y malignos, es mas
rapido y mas econémico que la germinacién, ocurre en cuestion de horas o
incluso minutos y no depende principalmente de la proliferacién de las células
endoteliales, la degradaciéon de la membrana basal y la invasién del tejido

conectivo®®

. Sin embargo, a diferencia del crecimiento en brote, este
crecimiento solo puede funcionar en redes de vasos existentes. La caracteristica
mas importante, por lo tanto, parece ser su capacidad para aumentar la
complejidad y densidad de la red de microvasos tumorales ya construida por
brotacién, independiente de la proliferacion por parte de las células
endotelilales. Ademas, puede proporcionar mas area de superficie para mas
brotes. Sin embargo, su regulaciéon molecular es poco conocida, ya que se
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describié por primera vez hace solo unos afios. Sin embargo, el papel de
algunas proteinas implicadas se estid volviendo cada vez mas claro. Sabemos
que los estimulos locales, como el estrés por cizallamiento intravascular,
pueden inducir una cascada de reacciones fisiolégicas o patolégicas en las
células endoteliales, y el nuevo desarrollo capilar por la formacion de pilares
tisulares podtia ser uno de ellos”. Ademas, la invaginacion intersticial esti

ciertamente sincronizada por varias citoquinas.

Los principales candidatos son aquellos capaces de mediar informacién entre
las células endoteliales o desde las misma a células murales, como PDGF-f3,
angiopoyetinas (Ang-1/2) y sus receptores Tie-1/2, TGF-, y receptores de
efrina y EphB%.

Después de la etapa inicial de formacion de la red capilar inmadura por
brotacién, puede ocurrir crecimiento vascular adicional y desarrollo de lechos
vasculares complejos, incluida su remodelaciéon y adaptacion continuas, por
invaginaciéon intersticial en los canceres. La ausencia de una intensa
proliferacion por parte de las células endoteliales en este modelo de
crecimiento vascular implica que la neovascularizacién por este mecanismo

serfa resistente al tratamiento angiosupresor en si mismo.

2.3 Mecanismo de vascularizacion en cancer: Angiogénesis
Glomeruloide

Los cuerpos glomeruloides son mas conocidos en neoplasias gliales de alto
grado, donde es una de las caracteristicas de diagnostico histopatologico del
glioblastoma multiforme. Sin embargo, estos agregados vasculares complejos
también se han desctito en una amplia variedad de otras neoplasias malignas®.
Se componen de varios microvasos estrechamente asociados rodeados por una
membrana basal de engrosamiento variable dentro de la cual se incrusta un
numero limitado de pericitos. En estudios recientes, la presencia de este
crecimiento vascular se asocié con marcadores de comportamiento tumoral
agresivo y una reduccioén significativa de la supervivencia en pacientes con

cincet”. En el primer modelo animal, se desatrollaron™ la angiogénesis
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glomeruloide en los vasos maternos a partir del reclutamiento y la proliferacion
de células endoteliales y pericitos (en ausencia de células tumorales), y VEGF
fue esencial para su induccién y mantenimiento. En contraste con este modelo
y en base a resultados publicados en el primer modelo experimental de tumor
de angiogénesis glomeruloide”, hipotetizaron que la formacién de este
crecimiento angiogénico tumoral comienza inmediatamente después de la
extravasacion de células tumorales, mucho antes de que aparezca la necrosis
dentro de las metastasis. Descubrieron que las células tumorales en
proliferaciéon y migracion son capaces de atraer a los capilares y los puntos de
ramificacién capilares adyacentes hacia los nidos de las células tumorales. Este
proceso conduce a la aparicién de estructuras vasculares en espiral simples que
luego se convierten en angiogénesis glomeruloide con multiples capilares

aferentes y eferentes estrechos.

A pesar de la ausencia de brotes de angiogénesis, la necrosis era escasa en estas
lesiones, lo que sugiere que el suministro de sangre desde el lecho vascular
existente es suficiente para proporcionar oxigeno y nutrientes a las células
tumorales. Este tipo de formacién de angiogénesis glomeruloide no puede
denominarse angiogénesis verdadera; mas bien representa una remodelacién de
la vasculatura existente en el huésped. Si este crecimiento angiogenico tumoral
representan una forma acelerada de angiogénesis o una forma disfuncional,
posiblemente abortiva, sigue sin respuesta. Sin embargo, no se puede excluir
que los tipos de angiogénesis glomeruloide "activa" y "pasiva" puedan operar

simultineamente en varios tipos de cancer’.

2.4 Mecanismo de vascularizacion en cancer: cooptacion

vascular

Cuando los tumores surgen o hacen metastasis a un tejido preexistente,
generalmente bien vascularizado, su crecimiento no solo depende de la
expansion que es mas tipico de los tumores benignos de crecimiento lento,
sino también de la invasién del tejido del huésped, lo que permite que las
células cancerosas tengan contacto cercano con la superficie de los vasos
sanguineos. Por lo tanto, las células malignas pueden asociarse inicialmente y

crecer preferentemente a lo largo de microvasos preexistentes. Hasta hace
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poco, sin embargo, ningun estudio se habfa centrado en el papel desempefado
por la vasculatura del huésped en el proceso de vascularizacién tumoral.
Aunque en 19877 ya se habia propuesto que los tumores adquieran su
vasculatura mediante la incorporaciéon de capilares de tejido del huésped, el
primer estudio que sugiere la existencia de cooptaciéon de vasos no fue
publicado hasta 1999 por Holash et al™. En su modelo, Holash y sus
colaboradores encontraron que la cooptacion se limita a las fases iniciales de la
tumorogénesis’*. Sin embargo, la evidencia morfoldgica adicional en neoplasias
humanas sugiere que la cooptacion de los vasos sanguineos preexistentes
podria persistir durante todo el periodo de crecimiento tumoral primatio o
metastasico. En el melanoma cutaneo, encontramos que, durante el
crecimiento del tumor, no hay signos de crecimiento dirigido de vasos; en
cambio, estos tumores parecen crecer cooptando el plexo vascular masivo
presente en el tejido conectivo peritumoral”. En el cancer de pulmén de
células no pequefias, se observo un patréon de crecimiento supuestamente no
angiogénico®”, en este "tipo alveolatr" de crecimiento, las células tumorales
llenaron los alvéolos, atrapando, pero no destruyendo los capilares alveolares
cooptados. En las metastasis hepaticas de carcinomas colorrectales humanos,
se observaron diferentes patrones de crecimiento (reemplazo, empuje y
desmoplasico), dependiendo del grado de diferenciaciéon. En el tipo de
crecimiento de reemplazo, se preservé la arquitectura del higado y las células
endoteliales de los sinusoides mostraron baja actividad mitética. Sin embargo,
el empuje y los tipos de tumores desmoplasicos destruyeron la arquitectura del

higado.

Definimos entonces la co-optacién de los vasos como un proceso no
angiogénico mediante el cual las células tumorales utilizan directamente la
vasculatura preexistente del tejido no maligho que colonizan. Las células
cancerosas migran a lo largo de la superficie abluminal de los vasos
preexistentes, y/o las células cancerosas se infiltran en el espacio tisular entre
los vasos preexistentes, lo que finalmente lleva a la incorporacién de los vasos
preexistentes en el tumor. De esta manera, los tumores cooptan los vasos del
huésped para satisfacer sus demandas metabolicas sin necesidad de estimular el
crecimiento de nuevos vasos (angiogénesis). La existencia de cooptaciéon de

vasos podria explicar al menos algunas de las deficiencias de los agentes anti-
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angiogénicos, incluidos los muchos casos de resistencia intrinseca o

04387678 - Ademas, la evidencia disponible implica roles adicionales de

adquirida
la cooptacion de los vasos en la biologfa tumoral mas alla de la expansion
tumoral: la cooptacién de los vasos preexistentes también podria ser central
para facilitar los procesos involucrados en la metastasis, incluida la motilidad de
las células cancerosas, la supervivencia por parte de las células cancerosas y su

latencia.

La cooptaciéon de los vasos generalmente se identifica mediante el analisis
histopatolégico, en el que se pueden usar una serie de caracteristicas diferentes,
y a menudo concurrentes, para indicar el reclutamiento de vasos sanguineos
preexistentes. Hasta la fecha, se ha observado la cooptacién de vasos en
muestras histopatologicas de pulmén, higado, cerebro, piel, ganglios linfaticos
y otros tejidos en una amplia gama de tipos de cancer y, a veces, sin evidencia

. , . g
de angiogénesis concurrente”.

2.5 Mecanismo de vascularizacion en cancer: Mimetismo
Vasculogénico (VM)

Los tumores sélidos requieren vasos sanguineos para el crecimiento, y acceso a
oxigeno y nutrientes. Las terapias actuales antiangiogénicas estin disefiadas
para dirigirse a las células endoteliales vasculares capaces de formar vasos
sanguineos de novo™. Mientras que numerosos modelos preclinicos tienen
reconocido el uso eficiente de inhibidores de la angiogénesis para limitar el
crecimiento tumoral, colectivamente solo un retraso del crecimiento esta
siendo eficaz en la prictica clinica®. Esto se debe en parte a la complejidad de
las alteraciones y variables que actian sobre el ambiente tumoral que se nos
escapan de la compresion actual en conocimientos de vasculatura tumoral. Por
todo ello una gran cantidad de estudios en patologia del cancer han centrado y
descrito un alto grado de plasticidad asociado con cancer agresivo. Dicha
plasticidad y fenotipo embrionario de las células tumorales agresivas puede
explicar, en parte, la habilidad para imitar las funciones de células endoteliales
normales y asi poder participar en procesos de neovascularizacién, formacion
de pseudo-conductos que pueden conducir plasma todo ello en una red

vascular conectada®® (Fig. 5).
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En 1999 Maniotis y colaboradores™ introdujeron el término “Vasculogenic
Mimicry” (VM) para describir la capacidad unica de las células tumorales de
melanoma uveal extremadamente agresivas PAS positivas (Periodic Acid
Schiff) y CD31 negativas para formar estructuras tubulares y redes modeladas
tridimensionalmente en medios celulares, que “imitan" redes vasculogénicas

primitivas formadas mediante la desdiferenciacién de las células tumorales.

Con este término se describe la formacién de canales por parte de células no
endoteliales, que tienen capacidad de conducir fluidos como plasma y células
rojas, y hace referencia a dos procesos: 1) mimetismo, porque son canales, no
son vasos sanguineos y simplemente imitan su funcién, y 2) vasculogénico
porque no se forman a partir de un vaso preexistente a pesar del hecho de que
ellos distribuyen plasma y pueden contener células sanguineas™. El mimetismo
vasculogénico aporta a los tumores una via de perfusiéon independiente de la

angiogénesis sin la participacion de células endoteliales™.

Se han desarrollado diversas interpretaciones del VM, sobre la base de diversos
analisis en los hallazgos originales. Una interpretacién simple es la descripcion
de redes vasculares tefiidas con PAS en tumores. Otro se refiere a las células
cancerosas que recubren los espacios o canales tumorales, que también
contienen eritrocitos o lagos de sangre. Otros han equiparado el VM con las
células tumorales que expresan genes especificos del endotelio. Es posible que
cualquier combinacién de estos escenarios pueda explicar las caracteristicas del
VM. El término "mimetismo vasculat" también se ha utlizado de forma
sin6bnima con mimetismo vasculogénico. Sin embargo, la mimica vascular tiene
implicaciones mas amplias, ya que incluye otros fenotipos asociados a células
vasculares, como los linfocitos y los macréfagos™.

El VM ha sido observado en osteosarcoma, cancer de mama, ciancer de colon,
carcinoma hepatocelular, cancer de pulmén de células pequenas, glioma, cancer
de ovario, cancer de prostata, cancer de cabeza y cuello, sarcoma de ewing,
melanoma cutdneo y melanoma uveal®™. La presencia de VM en los tumores es
indicativo de agresividad, y clinicamente se corresponde con un aumento del
50% de riesgo de muerte por metastasis®’. Analisis de supervivencia de Kaplan-
Meier indican que los pacientes con VM tienen menos supervivencia y

empeoramiento clinico en comparaciéon con los pacientes que no exhiben VM.
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La Tabla 1y Figura 5 representa las similitudes de huella proteica relacionadas

entre células endoteliales y células tumorales que presentan VM™™,

CELULAS
ENDOTELIALES

CELULAS VM

Similitudes

VE-Cadherina
Neuropilina-1
TIE-1”
TIE-2"
VEGFR-1/2
Endotelina-1"*
Tissue factor pathway inhibitor1 (TFPI1)

VEGF-C (Células endoteliales linfaticas)”
Endoglina/CD105”

Diferencias

P-selectina/E-selectina positivas P-selectina negativas

VCAM-1/CD106 positivas VCAM-1/CD106 negativas

CD31/PECAM-1 positivas CD31/PECAM-1 negativas

Receptor de trombina positivas Receptor de trombina negativas

Laminin 5 gamma 2 chain Laminin 5 gamma 2 chain
(LAMC2) negativas (LAMC?2) positivas

EphA-2 negativas EphA-2 positivas

Integrina B-1 negativas Integrina B-1 positivas’’

Tabla 1: Posibles diferencias en expresion de protefnas en comparacion entre células
endoteliales versus células tumorales agresivas que producen el fenémeno de VM.
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Fig. 5: Representacion esquematica de la expresion de protefnas en comparacion entre células

endoteliales versus células tumorales agresivas que producen el fenémeno de VM.

3. Mimetismo Vasculogénico (VM): funcién de los pseudo-
vasos tumorales

Entonces, ¢cuales son las conexiones biolégicas y funcionales entre las redes de
matriz revestidas de células tumorales, positivas para PAS y positivas para
laminina que se forman en melanomas agresivos y la vasculatura normal
revestida de endotelio? Antes del descubrimiento del VM, varios estudios sobte
melanomas agresivos (y otros tipos de tumores) reportaron que las células
tumorales podrian alinear canales, lagos y senos, y entrar en contacto con los

. . 08 9¢
er1troc1tosgz’)8’”

. Sin embargo, no estaba claro si esto tenfa alguna relevancia
para el suministro de sangre a la masa tumoral en crecimiento. De hecho, la
hipétesis predominante era que los eritrocitos encontrados en los espacios
extravasculares eran probablemente el resultado de fugas de los vasos
sanguineos.
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El analisis morfolégico mostré que las redes con patrones de PAS positivo,

quc sc encontraron en melanomas agresivos y Sse asociaron con un mal

100-106
>

resultado clinico también parecfan converger con los vasos

sangul’neosn’“.

Por lo tanto, se propuso que se producia algin tipo de
anastomosis entre las redes revestidas de células tumorales y la vasculatura
revestida de endotelio, lo que contribuye a la acumulaciéon de eritrocitos en la
infraestructura de la red”. Esto condujo a la especulacién de que las redes
revestidas de células tumorales podrian proporcionar una para-circulacion
unica que se forma independientemente de, o simultaneamente con, la
angiogénesis y/o la cooptacién de los vasos. Sin embatrgo, para probar un
fenémeno tan complejo se requerirfa un estudio mas detallado. Se ha
desarrollado un modelo ortotépico de melanoma uveal humano en ratones

inmunocomprometidos para estudiar mas a fondo la generacion del patrén de

107
>

red vascular tnico que es caracteristico de las células de melanoma agresivo
como también se ha reportado andlisis modelizando el comportamiento de
metastasis en el higado por parte de células de melanoma uveal (MUM 2B y
M619) con capacidad de formar VM en el 6rgano diana'®.

Diversos estudios han indicado la presencia de una malla de matriz extracelular
conductora de fluidos en modelos de xenoinjerto de melanoma cutaneo y uveal
humano que corresponde a las redes con patrones de PAS y laminina positiva.
Estas redes consisten en arcos y bucles de matriz consecutivos'”'"". Diferentes
articulos utilizaron ensayos de microscopia confocal e inmunoelectrénica para
demostrar que el liquido puede ser conducido por la vasculatura revestida de
endotelio, asi como extravascularmente a lo largo de los espacios en forma de
canal creados por las zonas que son positivas para PAS y la laminina positivos
que encierran los grupos de células tumorales independientemente de la

)0
vasculatura normal'®!!!

. Los estudios inmunohistoquimicos han demostrado
que esta malla conductora de fluidos contiene fibrinégeno. Esto indica la
presencia de plasma que rodea los grupos de células tumorales revestidos de

células tumorales!!®

. Es probable que el plasma, ademas de los eritrocitos que
se han observado en muchos bucles y redes de tumores PAS y laminina
positivos, se derive de los vasos tumorales locales que tienen fugas y estan en

remodelacién.

La investigaciéon sobre VM a menudo ha estado rodeada de escepticismo en
cierta medida. La razén de esta controversia suele ser la dificultad para

40



distinguir los canales VM de los vasos sanguineos endoteliales o lagos de
sangre in vivo. Del mismo modo, la investigacion s wvitro presenta
dada la necesidad de
tridimensionales donde las células tumorales puedan desarrollar estructuras

inconvenientes inherentes, desarrollar modelos
capilares. La mayor parte de la investigacion 7z vitro se basa en cultivos celulares
que usan matrigel. Sin embargo, las estructuras tubulares observadas en este

modelo pueden no siempre representar VM 7 vivo.

La Tabla 2 muestra algunos articulos seleccionados donde VM se ha

confirmado inequivocamente en varios tipos de cancer 2 vivo € in vitro.

Tipo de cancer

In vitro (Moléculas implicadas)

In vivo (Moléculas implicadas)

Mama

Liu S et al 2019 (225) (S1PR1/VE-cadherin)

Liu T) et al 2013 (226) (CD133,MMP-2y 9),
Liu S et al 2019 (225) (S1PR1/VE-cadherin)

Colon

Qi L et al 2015 (227) (Wnt 3a, B-catenin,
VEGFR1 y 2, VE-cadherin)

Qi L et al 2015 (227) (Wnt 3a, B-catenin,
VEGFR1 y 2, VE-cadherin)

Glioblastoma multiforme

El Hallani et al 2010 (228) (EphA2, laminin
5y2, TFPI-1, Neuropilin-2, endoglin)

Carcinoma hepatocelular

Sun et al 2010 (229) (Twist-1, VE-cadherin,
MMP-9)

Xia et al 2018 (230) (SemadD,MMP-2y 9,

Pulmén
u VE-cadherin, EphA2, PlexinB1)
Dunleavey et al 2013 (231) (CD31,
Melanoma )
tyrosinase, AP-2a)
YangJ et al 2017 (232) (HIF-2a, VE- Yang J et al 2017 (232) (HIF-2a, VE-
Pancreas . . q q
cadherin, Twist1) cadherin, Twist1)
T t al 2016 (234) (Urokil MMP-2
Ovario Racordon et al 2017 (233) dgest (234) (Urokinase, !
AKT)
; 3 . Williamson SC et al 2016 (235) (VE- Williamson SC et al 2016 (235) (VE-
Pulmén de células pequefias . )
cadherin) cadherin)

Sarcoma de Ewing

van der Schaft DW et al 2005 (236) (TFPI-1,
VE-cadherin, Integrin a3, EphA2)

van der Schaft DW et al 2005 (236) (TFPI-1,
VE-cadherin, Integrin a3, EphA2)

Tabla 2: Principales tipos de tumores donde se ha confirmado VM en modelos 77 vitro

(izquierda) y en modelos 7 vivo (derecha)!12-123,

3.1 Mimetismo Vasculogénico (VM): sefializacién intracelular
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A través del estudio de expresion de genes mediante microarrays en muestras
de pacientes con melanoma metastisico’™ (Tabla 3), se estudiaron las
funciones biolégicas de las moléculas endoteliales asociadas a lineas celulares
tumorales humanas, establecidas de melanoma del mismo paciente. En dicho
microarray se observé que los niveles de proteina TIE-1 (receptor tirosina
quinasa) y VE-Cadherina (CDH5) estaban altamente sobreexpresados en las
células tumorales agresivas respecto a las células no agresivas y por otra parte
dichas células no expresaban CD31 (proteina de unién celular endotelial
especifica de células endoteliales) (Fig. 5). Entre otros, en este estudio las
células altamente agresivas de melanoma incluyen genes que generalmente se
expresan por precursores de células endoteliales, epiteliales, pericitos,
fibroblastos, hematopoyéticos, renales, neuronales, musculares y varios otros
tipos de células (Tabla 3). Estos hallazgos indican que las células de melanoma
agresivo pueden revertir a un fenotipo indiferenciado, de tipo embrionario. Sin
embargo, la importancia biologica de estos hallazgos sigue sin resolverse. De
hecho, estas observaciones han llevado a una mayor investigaciéon sobre la
relevancia potencial de un fenotipo de células tumorales que desaffan nuestro
pensamiento actual sobre como identificar y atacar a las células tumorales que

pueden hacerse pasar por otro tipo celular.

EphA2 también se ha demostrado que esta relacionado con VM. EphA2 es
una protefna tirosina quinasa cuya fosforilacién y actividad dependen de la
unién de ephrin-Al (Fig. 5), aunque se ha publicado que EphA2 también
puede ser constitutivamente activa en algunas células tumorales'”. Al igual que
VE-Cadherina, se encontré6 que EphA2 se expresaba solo en tumores
altamente agresivos con capacidad de formar VM, donde estaba
hiperfosforilada en tirosina. Cuando las células se cultivaron en una matriz
tridimensional y se marcaron con anticuerpos anti-fosfotirosina, la tincién
mostré que la fosforilacion de tirosina estaba presente principalmente en las
areas de formacion de la red tubular. Los inhibidores generales de las proteinas
tirosina quinasas, asi como el silenciamiento especifico de EphA2,
disminuyeron el desarrollo de redes vasculares, lo que sugiere un papel
potencial para la EphA2 fosforilada en este proceso'”. En VM, VE-Cadherina
y EphA2 se localizan en la membrana plasmatica, especificamente en regiones
de contacto de célula a célula. La inhibiciéon de VE-Cadherina dio lugar en una
reorganizaciéon de la ubicacion de EphA2, que parecia moverse hacia el
citoplasma. Ademas, hubo una disminucién en la fosforilacion de EphA2.
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Debido a estos resultados, parece que VE-Cadherina puede ayudar a que

EphA2 se transloque a la membrana plasmatica'**'?".

PI3K regula positivamente tanto la actividad como la expresion de la
metaloproteinasa de matriz 14 (MMP-14) en células altamente agresivas con
capacidad de formar VM'*. MMP-14 a su vez activa MMP-2 y finalmente corta
la cadena de laminina 5y2 para producir los fragmentos y2 y y2x, que se
secretan a la matriz extracelular para promover la migracién en varios tipos de
células tumorales, como los de mama, carcinomas de colon vy

129

hepatocarcinoma ~. Mas en concreto, activan la secreciéon de fragmentos pro-

migratorios y2 y y2x que conducen a VM en melanoma y carcinoma de

ovario! 28130131

Ademas, las células de melanoma poco agresivas (que
normalmente no pueden participar en VM) podrian formar redes de tipo
vasculogénico cuando se siembran en geles de colageno que habfan sido pre
acondicionados por células de melanoma altamente agresivas (Ver apartado
microambiente tumoral y VM). Las células agresivas se eliminaron antes de la
aparente formacion de redes tubulares, pero el examen de las matrices celulares
mostré la presencia de redes con patrones de laminina positiva. Si estas
matrices fuesen tratadas con anticuerpos anti-laminin-5y2 antes de sembrar las
células de melanoma poco agresivas, ya no podrian desarrollar redes tubulares.
En conjunto, estos resultados confieren gran importancia a esta cascada de

seflalizacion y a la laminina-5y2 en particular (Tabla 3)

Por otro lado, la expresion de ADAMTS1 (desintegrina y metaloproteinasa con
motivos de trombospondina 1) se ha observado aumentada en la linea celular
de fibrosarcoma HT1080"* (Véase Fig. 1 del articulo citado), como también
una sobreexpresion de la misma se correlaciono con un aumento de expresion
de VE-Cadherina, laminina 5y2 y TIE-1 entre otras, lo que condujo a una
mayor produccién de tinciéon PAS en un modelo de xenoinjerto murino con la
linea celular HT1080, con la consiguiente capacidad de formacién de VM,
debido en parte al aumento de las proteinas endoteliales antes citadas. Ademas,
la delecion de ADAMTSI1 a través de shRNA en la linea celular de sarcoma de
ewing EW7 disminuy6 la capacidad de formacién de VM en experimentos de

angiogénesis en matrigel (Véase Fig. 5 del articulo citado)'>.

En 2001 Mary JC Hendrix'” y su grupo publicaron un estudio midiendo por
Western blot y otras técnicas si dicha sobreexpresion genética en estas proteinas
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tenfa un impacto a nivel funcional en las células de melanoma agresivo. Por
ello, observaron que las células altamente agresivas de melanoma (C8161, C918
y MUM 2B) expresaban niveles elevados de VE-Cadherina y TIE-1 en
contraposicion con las células poco agresivas de melanoma (C81-61, OCM-1A
y MUM 2C respectivamente). Utilizaron las células HUVEC como control
positivo de expresion de VE-Cadherina, TIE-1 y por dltimo de CD31, esta
ultima solo se expresa en células endoteliales normales. Concluyeron el estudio
con experimentos funcionales de desarrollo de angiogénesis 7 vitro 3D
compuesto con gel de coliageno teniendo como resultado que solo las células
de melanoma altamente agresivo C8161 son capaces de formar redes
tridimensionales en este modelo 3D i witro, ademas vieron que tanto
silenciando con tecnologia de siRNA o bloqueando VE-Cadherina con
anticuerpos monoclonales (2,5 pgr/ml) producia una deplecién de la
formacion de VM en dicho modelo tridimensional en geles de coliageno'**'>.

En la Tabla 3 estan representados los genes que estan desregulados en la linea
celular de melanoma cutaneo (C8161) con capacidad de VM en comparacioén

con la linea celular C81-61 sin capacidad de formacién de VM,
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Ratio de
expresion

Unigene Funcion

Marcadores especificos de melanocitos

Melan-A (MLANA) Hs.154069 Antigeno de superficie de 22
melanoma

Factor de transcripcién asociado a Hs.166017 Factor de transcripcién de 34

microftalmia (MITF) crecimiento de melanocitos.

Tirosinasa (TYR) Hs.2053 Catalasa de conversion de tirosina 37

a melanina

Proteina relacionada con la Hs. 75219 Catalasa de conversion de tirosina 100
tirosinasa 1 (TYRP1) a melanina

Molécula de adhesion de células Hs.211579 Glicoproteina de superficie celular. 27
de melanoma (MCAM)

Marcadores de otros fenotipos celulares

Receptor tirosina quinasa 1 (TIE- Hs.78824 Tirosina quinasa endotelial 25

D

Quinasa de células epiteliales Hs.171596 Receptor tirosina quinasa 13

(EPHA-2)

Factor de crecimiento endotelial Hs.79141 Ligando de FTL4 6.4

vascular C (VEGF-C)

Neuropilina-1 (NRP-1) Hs.69285 Co-Receptor de VEGF 5.3

Cadherina endotelial vascular Hs.76206 Molécula de adhesiones célula- 1

(CDH5) célula

Selectina E (SELE) Hs.89546 Molécula de adhesion 6.6

Endoglina (ENG) Hs.76753 Receptor de TGF-£1 4.3

CD34 His.85546 Marcador de célula madre, 2.5
sialomucina

Factor inducible por hipoxia-la Hs.197540 Factor de transcripcion bHLH 3.1

(HIF1A)

Inhibidor de la via del factor tisular Hs.170279 Inhibidor de coagulacion 4

1 (TFPI1)

TFPI2 Hs.78045 Inhibidor de coagulacién 8.5

Laminina 5 y2 (LAMC2) Hs.54451 Matriz extracelular 50

Fibronectina 1 (FBN1) Hs. 118162 Matriz extracelular 27

Colageno IV a2 (COL4A2) Hs.75617 Matriz extracelular 3.6

Fibrilina (FBN1) Hs.750 Matriz extracelular 5

Receptor de diferenciacién Hs.154210 Receptores acoplados a proteina G 3.7

endotelial (EDG1)

Molécula especifica de células Hs.41716 Molécula de senalizacion 41

endoteliales (ESM1) especifica de endotelio

Factor de diferenciacion endotelial Hs.174050 Regulador de diferenciacién de 4.8

1 (EDF1) células endoteliales
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Tabla 3: El petfil de expresion génica de mas de 45 lineas celulares de melanoma uveal y
cutaneo humano ha producido hallazgos inesperados con respecto al fenotipo de células de
tumores agresivos?L124134 E] nivel de expresion de mds de 6,000 genes se compard entre
células de melanoma altamente agresivas y poco agresivas aisladas de los mismos pacientes. La
expresion de muchos marcadores especificos de melanoma, por el contrario, tuvo una
reduccién de expresion en las células tumorales agresivas (marcadas en rojo), con la excepcion
de la molécula de adhesién de células de melanoma (MCAM). Por ejemplo, la expresion del
factor de transcripcion asociado a la microftalmia (MITF) tuvo una disminucién de expresion
de 34 en células de melanoma agresivas en comparacion con células tumorales poco agresivas.
MITF activa la expresion del gen que codifica la tirosinasa, una enzima que patticipa en la
diferenciacién de melanocitos!®. El nivel de expresioén de los genes que codifican la tirosinasa
y la proteina relacionada con la tirosinasa 1 (I'YRP1) también tuvo una bajada de expresion (de
entre 37 y mas de 100 respectivamente) en las mismas células tumorales agresivas en
comparacién con las células tumorales poco agresivas. Por lo tanto, las células de melanoma
parecen diferenciarse a medida que se vuelven mds agresivas, lo que podtia hacerlas mas
dificiles de identificar utilizando métodos de histopatologia de rutina. Serd interesante
determinar si las células de melanoma diferenciadas se transforman en células tumorales
indiferenciadas, o si coexisten subpoblaciones de células de melanoma diferenciadas e

indiferenciadas.

Por todo lo anteriormente comentado, esta tesis doctoral se centrara en los
posibles mecanismos de VE-Cadherina y las diferentes rutas implicadas en el

modelo de VM en cancet.

4. Cadherina endotelial vascular (VE-Cadherina)

El endotelio controla la permeabilidad vascular a través de proteinas
plasmaticas y células circulantes. Esta especifica funcion esta regulada por vias

136,137 1 2 vuta transcelular

transcelulares y paracelulares de permeabilidad celular
esta mediada por sistemas vesiculares complejos que contienen receptores para
proteinas circulantes. Estas vesiculas que se disponen en el lado endotelial
apical transportan los componentes del plasma a la cara basal de la membrana
endotelial y al espacio subendotelial. La permeabilidad paracelular es
controlada por moléculas de adhesiéon especificas presentes en las uniones
célula-célula y por la capacidad de las células endoteliales para retraerse vy,

finalmente, abrir las uniones célula-célula’*'?*

. La estimulacién por agentes
solubles como la histamina o VEGF incrementa la permeabilidad vascular y
actian sobre ambos sistemas al aumentar el nidmero y la organizacién de

vesiculas disminuyendo la fuerza de adherencia inter-endotelial**~'*".
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VE-Cadherina es una proteina transmembrana comunmente expresada en

endotelio, donde es responsable de la adhesiéon célula-célula'*

y los modelos
experimentales iz vivo han demostrado que los ratones deficientes de VE-
Cadherina mueren por defectos vasculares graves'. Aunque VE-Cadherina
solfa ser considerada especifica en células endoteliales normales, su expresion
ha sido fuertemente asociada con la agresividad y VM en melanoma.
Sorprendentemente, VE-cadherina se puede encontrar en células tumorales
altamente agresivas, pero no en células poco agresiva. Ademas, la ausencia de

su expresion en melanoma implicé la pérdida de formacién de VM,

VE-Cadherina es la cadherina mas conocida en el contexto de la adhesion
vascular, pero los conocimientos de su papel en VM en las células tumorales
agresivas no se han analizado. Estructuralmente, VE-Cadherina tiene cinco
dominios extracelulares dependientes de calcio para su unién (DEC: aa46-
2a599) que pueden formar homodimeros en cis con otra VE-Cadherina o
dimeros similares en trans a través de los dominios DECI-DECIV, que tiene
como funcién de soporte de reconocimiento y adhesiéon célula-célula. El
dominio DECV es fundamental para la unién de VE-Cadherina a VE-PTP'¥,
otros estudios mas recientes han observado que plakoglobina hace como
puente de unién entre VE-Cadherina/VE-PTP ya que la fosforilacion de
plakoglobina tras el bloqueo de VE-PTP con anticuerpos produce la desunion
de VE-Cadherina/VE-PTP llegando a aumentar la permeabilidad vascular

como asi la migracion celular'®

. VE-Cadherina también posee un pequefio
dominio transmembrana (DTM: aa600-aa620) y por ultimo un dominio
intracelular (aa621-aa784) implicado en las modificaciones postraducionales

representado en la Fig. 61,
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Fig. 6: Caracteristicas estructurales de VE-Cadherina e implicacién en sefializacion. Se
proporcionan mas detalle en el texto.

De hecho, 13 posibles residuos en VE-Cadherina se han descrito que pueden
ser fosforilados en células humanas (Base de datos: Uniprot
KB/PhosphositePlus) pero los mas importantes y estudiados son los residuos
Y658, S665, Y685 y Y731.

La fosforilacién en el residuo S665 de VE-Cadherina es debida a la actividad
setina/treonina quinasa de la proteina PAK en respuesta a la estimulacién por
el factor soluble VEGF que produce la consecuente internalizaciéon de VE-

Cadherina dependiente de clatrina!¥’

. Estudios recientes han observado que el
residuo Y0658 de VE-Cadherina puede ser fosforilado por la quinasa de
adhesiones focales (FAK) en modelos 7 vitro e in vivo de células endoteliales
asociadas a células tumorales, identificando asi que la FAK juega un papel muy
importante en la dindmica de permeabilizacién celular en el endotelio tumoral
metastasico'®. Por otro lado, la fosforilacién de la Y685 de VE-Cadherina es
mediada por Src, teniendo un importante rol en la permeabilidad vascular 7z
vivo'**"". Finalmente, la fosforilaciéon de la Y731 se ha observado que tiene un

papel importante en la internalizacién de VE-Cadherina a través del fenémeno
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denominado diapédesis dependiente de la estimulacién por histamina que
provoca la extravasacion de neutréfilos y leucocitos sobre el endotelio

150

vascular ™, por otro lado, ratones mutados en Y731F se vieron afectados en

dicha extravasacion de neutréfilos sobre el endotelio vascular normal™’.

4.1 Senalizacion de VE-Cadherina: VEGF

Una de las rutas mas estudiadas y con mas impacto sobre la dindmica de VE-
Cadherina es el factor soluble VEGF y sus receptores VEGFR-2 (flk-1/KDR)
y VEGFR-1 (FLT-1) aunque se han descrito al menos cinco isoformas de
receptores de VEGF en humano. Estos receptores son estimulados por
VEGF-A y representan un sistema regulador crucial del crecimiento endotelial
en un contexto de endotelio normalizado; en contraste VEGF es un potente
inductor de la permeabilizacién vascular secretado especificamente por las
células tumorales y que produce alteraciones en el microambiente del tumor'™".
VEGFR-2 esta altamente expresado en células endoteliales vasculares
encargadas de formar vasos tubulares primitivos mediante el proceso de
vasculogénesis. Por otro lado, la expresion de VEGFR-1 se ha observado
aumentada en células tumorales capaces de formar VM, como es el caso del
melanoma maligno'. Como ha sido mencionado antes, VEGF promueve la
fosforilacioén en los diferentes residuos de VE-Cadherina y con el consecuente
aumento de la permeabilidad vascular ya que debilita las uniones célula-célula
adherentes y uniones estrechas teniendo como consecuencia la separacion

parcial o total del contacto celular'’. De hecho, VEGF-A promueve la

fosforilacion de VE-Cadherina y su desunién de p120-catenina, B-catenina y
plakoglobina en un mecanismo dependiente de la quinasa Src'’. VE-
Cadherina, asi como su fosforilacion son inhibidas en ratones deficientes en
Src'”. VE-Cadherina también puede asociarse a VEGFR2 y su inhibicion
impide su subsecuente internalizacion™!. Esta asociaciéon promueve la
fosforilaciéon de los componentes de las uniones adherentes por Src, lo que
perjudica la integridad de la barrera endotelial y promueve la extravasaciéon de
células tumorales y su diseminacién'”. Ademis, VEGF-A media la

fosforilacién/internalizacion de VE-Cadherina a través de la activacion
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secuencial de Src, el factor de intercambio de nucleétidos Vav2, Rho/Rac
GTPasa, llevando una activacién aguas abajo en la serina/treonina quinasa
PAK. Finalmente, la activaciéon de PAK por fosforilacion conduce a la
fosforilacion de VE-Cadherina desencadenando su internalizacion'*’. Ademas,
la sefializacién de VEGF reduce la unién de VE-Cadherina a p120-catenina

156
, la

promoviendo la endocitosis de VE-Cadherina dependiente de clatrina
uniéon de pl20 a VE-Cadherina impide su internalizacién mientras que el
silenciamiento de pl120 evita su degradaciéon y consecuente pérdida de
contactos célula-célula™. Cuando VEGF-A se une a VEGFR-1 puede tener
otras vias de sefializacion, activando a Strc y a la quinasa reguladora extracelular
1y 2 (ERK1/2) lo que conduce a un aumento en la invasién y migracién por
parte de las células tumorales. En melanoma, VEGFR-1 se ha observado que
promueve VM a través de la ruta PI3K/PKC""". Por otro lado, VEGFR-1 es
necesario para la expresiéon de VE-Cadherina en el proceso de crecimiento
tumoral'. En cuanto a VEGFR-3 se ha comprobado que puede afectar a la
expresion de ET-1 (endotelina-1) y también a los factores solubles VEGF-C y
D. La via de senalizaciéon de ET-1 activa a los factores de hipoxia inducibles
llevando un aumento en la fosforilacion de VEGFR-3 la cual activa a la ruta de
la. MAPK en cascada. Teniendo como resultado toda esta activacion un

aumento en la migracion celular y el VM"™ (Fig. 7).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A) se sabe que contribuye
a la proliferacion de las células endoteliales normales, influyendo como
inductor de la proliferacién angiogénica en células tumorales y ha sido
relacionado con VM tanto en carcinoma de ovario como en melanoma'’.
Todas estas evidencias expuestas con anterioridad indican que VEGF
promueve el VM, pero, por el contrario, se ha observado que el VM puede
aumentar en ausencia de la ruta de VEGF, mientras el bloqueo de VEGF tras
silenciamientos o bloqueando el receptor a través de anticuerpos especificos
(bevacizumab) incrementa las estrategias de supervivencia por parte de las

células tumorales incluyendo el VM'®.
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Fig. 7: Representacién de la ruta de VEGF/VE-cadhetina y sus implicaciones intracelulates.

4.2 Senalizacion de VE-Cadherina: p120

p120 catenina se describié originalmente como un sustrato de la quinasa Src, y
mas tarde como un componente del complejo cadherina-catenina. La proteina
p120 catenina promueve la estabilidad de las cadherinas'®, disminuyendo la
susceptibilidad del complejo a la endocitosis, la ubiquitinacion y la destruccion
proteosomal'®. Las fosfatasas tales como SHP-1, SHP-2, DEP1 y RPTPu
actuan sobre la p120-catenina. La tirosina fosfatasa RPTPp se une a p120 de
una manera independiente del dominio de armadillo central de p120'®. p120,
contienen un dominio central de repeticiéon de armadillo que facilita las
interacciones proteina-proteina. El dominio armadillo es solo parcialmente
homoélogo entre las cateninas de la subfamilia p120 (identidad de secuencia
primaria del 45-55%), y las regiones terminales amino y carboxilo son aun mas

divergentes. Ademas de unir y modular a E-cadherina puede modular una gran
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diversidad de cadherinas clasicas, p120-catenina regula las GTPasas (por

ejemplo, Racl y RhoA). Esto puede ocurrir mientras p120 estd asociado o

164-166

disociado del complejo cadherina-catenina p120-catenina se asocia

167-169

ademas con microtibulos y proteinas motoras . p120-catenina se relaciona

también con su entrada nuclear y su asociaciobn con reguladores
transcripcionales como Kaiso'™?, Glis2'” y REST/CoREST"*. En resumen,
p120 se une y regula el complejo cadherina-catenina (uniones célula-célula), las
proteinas GTPasas y factores citoesqueléticos (uniones célula-célula y otros) y
factores de transcripciéon (ndcleo). La fosforilaciéon de la catenina p120, el
estado de las isoformas y la localizacién intracelular varfan segin el tipo de

célula y el tejido' ™', Con respecto a la localizaciéon nuclear, se sugiri6
inicialmente que p120 contenfa dos sefiales de localizacién nuclear (NLS)' y

tres regiones potenciales de exportacion nuclear (NES)""” (Fig. 8)

[I Sitio de inicio de traduccién [l NES

I:l Sitio de splicing
. Dominio de armadillo B NS

p120 catenina

Interacciones
Racl Racl

RhoA RhoA

REST

Cadherinas cldsicas

RPTPmu
KAISO,Vav2

Microtubulos

Fig. 8: Caracteristicas estructurales de p120 e interacciones con proteinas. Se proporciona mas
detalle en el texto.
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Considerando las posibilidades combinatorias que resultan de cuatro sitios
distintos de iniciacion de la traduccién y cuatro exones ensamblados
alternativamente, p120-catenina humana posee en teoria 64 posibles isoformas.
Las isoformas 1 y 3 son las isoformas mas ampliamente y abundantemente
expresadas y estudiadas. La isoforma 1 se expresa preferentemente en células
de tipo mesenquimal mas moéviles, mientras que la isoforma 3 caracteriza las
células epiteliales. Sin embargo, las diferentes isoformas de p120 a menudo se

176178 T.a isoforma 1 de p120 contiene un

co-expresan de manera equilibrada
dominio de bobina en espiral en el dominio N-terminal, que esta ausente en las
otras isoformas. Una regién reguladora que alberga la mayorfa de los sitios de
fosforilaciéon de tirosina y setina/treonina en p120 reside en el dominio N-

terminal'”.

VE-Cadherina y muchos otros miembros de la familia de las cadherinas, esta
vinculada a través de su dominio citoplasmatico a las proteinas de adhesiones
como: p120, B-catenina y plakoglobina. La B-catenina y la plakoglobina se unen
a la o-catenina, que interactia con varias proteinas de unién a la actina,
incluidas la o-actinina, zonula occludens-1 (ZO-1) entre otras'™. Las
implicaciones que puede tener p120 en la dinamica de VE-Cadherina han sido
sobre todo estudiadas en el contexto de la ruta anteriormente expuesta sobre el
VEGF (ver apartado de VEGF/VE-Cadherina). Mas en detalle, en las células
de ovario de hamster chino (CHO), se observé que mutantes puntuales unicos
de tirosina a acido glutamico (Y a E) en las tirosinas 658 y 731 de VE-
cadherina causan una funcién desregulada en la funcién de la barrera endotelial
y pierden la capacidad de unirse a p120 y a B -catenina, respectivamente'®".
Todas las evidencias expuestas con anterioridad han sido estudiadas sobre el
mecanismo intracelular en células endoteliales normales. La ruta de p120/VE-
Cadherina tiene otro posible mecanismo intracelular sobre las células agresivas
tumorales con capacidad de formar VM. Se ha observado que p120 puede
unirse a Kaiso'"""?, la unién de p120 a Kaiso bloquea la posible capacidad
represora de Kaiso sobre sus genes diana: Siamosis, CCND1, WNT 11, MMP-

7 entre otros'”.
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4.3 Senalizacion de VE-Cadherina: Kaiso

Kaiso (codificado por el gen denominado ZBTB33) recibié su nombre de la
animada musica caribefia Calypso que sonaba mientras los investigadores
llevaban a cabo su descubrimiento. Se identificé6 hace menos de una década en
un analisis de levadura doble hibrido para proteinas que interactian
directamente con la catenina p120 (p120, codificada por el gen de la catenina
D1, CINND1), un miembro de la familia del armadillo que incluye (-
catenina'®'*. Kaiso se desplaza entre el citoplasma y el ntcleo, donde una de
sus funciones es reprimir los genes especificos de secuencia. También se cree
que Kaiso tiene funciones reguladoras de genes ademas de funciones

citoplasmaticas que podrian o no estar sujetas a la modulacion de p120.

El factor de transcripciéon Kaiso es miembro de la subfamilia de proteinas
BTB/POZ de dedos de zinc (POZ-ZF); Kaiso reconoce y se une secuencias
consenso de ADN especifica (sitios de uniéon a Kaiso KBS, TCCTGCnA,), asi
como a los dinucleétidos CpG metilados efectuando una funcién represora

tras la unién de Kaiso a sus genes dependientes185

. La participacion de varias
proteinas POZ-ZF en el cancer y la evidencia que se analiza a continuacion

indican un papel para Kaiso en la progresion tumoral.

La sobreexpresion y la inhibicién dominante negativa de Kaiso se realizé

recientemente en Xenopus'®

. Curiosamente, se descubrié que Kaiso reprime
directamente los genes dianas de la ruta de WNT canodnica, junto con la
proteina de unién potenciador linfoide (TCF/LEF). Este estudio se centr6 en
el gen Siamois, que codifica un factor de transcripcion de alta movilidad que
promueve la dorsalizaciéon del mesodermo en Xenopus. Sin embargo, otros
genes diana canénicos conocidos de WNT (TCF/LEF-B-catenina) que tienen
funciones relacionadas con la proliferacion, incluidos Fos, Myc y CCND1 (que
codifica Cyclina D1), también parecfan estar regulados de manera similar.

187189 también relacionaron a CCND11 como

Otros dos grupos cientificos
diana de la represion mediada por Kaiso'®". Recientemente, la metaloproteina 7
(MMP7, también conocida como matrilisina) de la matriz que promueve la
invasiéon se identific6 como una diana directa de la represion de Kaiso'.
Ademas, las sefales de WNT no canénicas son moduladas por Kaiso, al menos

en Xenopus, en el que la disminucién de Kaiso conduce directamente a la
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activacion del promotor WNT 11'%. El ligando WNT 11 tiene actividades
tanto no canoénicas como canoénicas' . Las funciones no canénicas de las
proteinas WNT en general incluyen la modulacién de los movimientos
celulares dirigidos en la morfogénesis tisular normal, asi como el
comportamiento aberrante de las células migratorias en el cancer'” . Existen
evidencias adicionales de que p120 catenina y B-catenina regulan de forma
coordinada algunas dianas genéticas de la ruta WNT canonica, los represores
Kaiso y TCF/LEF, respectivamente. Esto incluye observaciones de que Kaiso
suprime la capacidad de la B-catenina exdgena para generar ejes dorsales
ectéopicos en embriones de Xenopus. Cuando Kaiso se asocia a TCF, la
sobreexpresiéon de Kaiso reduce la capacidad de TCF de asociarse con (-

catenina, presumiblemente a través de una interferencia estérica'®

. Se esperaria
que esta ultima propiedad de Kaiso promoviese la represion transcripcional de
los genes diana de la ruta de WNT canodnica, junto con la capacidad notoria de
Kaiso para unirse al ADN y reclutar co-represores a sitios de islas CpG
especificos de secuencia o metilados. Estos resultados implican a Kaiso como

un posible supresor tumoral potencial en ciertos tipos de cancer.

Con respecto a lo que se conoce en humanos, ZBTB33 se ha asignado al
coromosoma Xq23 y CTNND1 se ha asignado a 11q11. Segin la base de datos
de  Cancer  Chromosomes Entrez del Centro Nacional de Informacién
Biotecnolégica, se ha reportado que la eliminacién o translocacién de estas
regiones tiene lugar en varios tumores solidos como el cancer de colon,
pancreitico y de ovatio, y en la leucemia mieloblastica aguda'®. Se cree que la
disminucién de los niveles o la ausencia de expresion de E-cadherina, como se
encuentra en numerosas lineas de células tumorales y canceres, libera a p120 de

las uniones célula-célula'®

. Esta p120 citoplasmatica podria entonces ingresar
al nacleo para relajar la represion génica mediada por Kaiso. De hecho, la p120
nuclear ha sido observada en varias lineas celulares tumorales y canceres que

6T de manera similar a lo que sucede con la j-

carecen de E-cadherina
catenina nuclear (por ejemplo, en células de cancer de colon). Sin embargo, la
tincién inmunohistolégica en la mayorfa de los canceres humanos muestra una
pérdida de expresion de p120 en los puntos focales celulares con una mayor
expresion en el citoplasma en lugar de una expresion nuclear de p120"7"

Datos inmunohistoquimicos recientes sobre la expresion de Kaiso en tumores
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han demostrado que las células tumorales a menudo, pero no siempre,
expresan Kaiso nuclear. Las células invasoras en el borde del tumor tienen los
niveles de tincién nuclear de Kaiso aumentados en comparacion con las células

en el centro del tumor®™.

Estudios previos han demostrado que Kaiso forma complejo con p120 y esta a
su vez a B-cadherina y este complejo previene la unién de Kaiso a los
promotores de sus genes dependientes: CCDN1, WNT 11, MMP-7 entre
otros"* ¥, VE-cadherina podria también mediar la unién de p120/Kaiso y
modificar asi el efecto que podria tener Kaiso sobre sus genes dependientes,
llevando todo ello a un posible actor principal a VE-cadherina en modelos de
VM relacionado con la sefializacion membrana-citoplasma-nacleo de
p120/Kaiso (Fig. 9).

VEGF VEGF

] NRP-1 VEGFR-2

A

’ CCNII
|

Fig 9: Sefializacién intracelular de VE-Cadherina en células VM. Se proporciona mas detalle en

el texto.
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4.4 Senalizacion de VE-Cadherina: VE-PTP

El dominio intracelular V de VE-Cadherina es necesario para unirse a VE-
PTP'; esta unién es dependiente de plakoglobina (y-catenina)'**”. VE-PTP
(proteina tirosina fosfatasa endotelial vascular), es una fosfatasa de tipo
receptor especifica de células endoteliales, cuyo nombre fue acufiado por su
prevalencia en la unién a la VE-Cadherina'*’. Aunque VE-PTP se describi6 en
un principio por sus implicaciones vasculares embrionarias y los ratones nulos
(VE-PTP) aunque experimentan angiogénesis mueren embrionariamente

204

debido a defectos en la angiogénesis™”. Alteraciones en VE-PTP también se

han descrito en otras patologias: patologia vascular ocular®”, desarrollo de

20 angiogénesis aberrante en el cancer de mama y progresion

vasos sanguineos
metastasica®”’. L.a mayorfa de las implicaciones de la via de VE-PTP son a
través de la angiopoyetina y TIE-1/2; diferentes grupos farmacéuticos
apuestan sobre la aplicacién de un nuevo inhibidor de VE-PTP (AKB-9978,
Aerpio Pharmaceuticals) que activa TIE-2 y estabiliza la vasculatura ocular en
modelos de isquemia e inflamacion. AKB-9778 activa TIE2, ampliando la
activacion de TIE2 por ANGI, y estimula la fosforilacion de moléculas de
sefializacion en la via de TIE2, incluyendo AKT, eNOS y ERK*” (Fig. 9).
Recientemente, Gong H et al en 2015 publicaron que la hipoxia (dependiente
de HIF-20) aumenta la expresion de VE-PTP en la lesién pulmonar aguda™”.
Esas implicaciones sobre VE-PTP*” estin siempre enfocadas en el contexto de
los modelos endoteliales, pero se desconocen las implicaciones del eje VE-
PTP/VE-Cadherina en el contexto de VM que necesita un nuevo enfoque para

descifrar la via molecular dentro de las células cancerosas de VM. (Fig. 9)

Asi como VE-PTP juega un papel muy importante en el mantenimiento del
estado de fosforilaciéon de VE-Cadherina, también podrfa modificar el estado
de fosforilaciéon de p120, (RPTPp puede unirse a p120, véase la Fig. 8 y 9).
Todo ello lleva a que VE-PTP puede actuar como posible actor en el estado de
unién de VE-Cadherina a p120 en modelos de VM.
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4.5 Senalizacion de VE-Cadherina: Focal Adhesion Kinase
(FAK)

La quinasa de adhesién focal (FAK) es un regulador multifuncional de la
sefializacion celular dentro del microambiente tumoral®*?">. Durante el
desarrollo y en diversos tumores, la FAK promueve la motilidad celular, la
supervivencia y la proliferacion a través de mecanismos dependientes de la

quinasa e independientes213

. En los dltimos afios, se han iniciado varios ensayos
clinicos que se encuentran en Fase I y II con inhibidores de FAK; Sin
embargo, algunas de las funciones de FAK en la tumorogénesis permanecen

bajo investigacién actualmente® ",

La sobreexpresion de EphA2 se ha observado con un aumento de MMP-2 de
una manera dependiente de FAK en modelos de VM?"’. La propia FAK est
altamente fosforilada en las posiciones Y397 e Y576 en melanoma altamente
agresivo, pero no en células de melanoma poco agresivas; estos cambios
postraduccionales son indicativos de una FAK completamente activa. La
proteina conocida como no quinasa relacionada con FAK (FRNK) puede
interactuar con las proteinas de adhesiéon focal, pero carece de actividad
quinasa, por lo que se considera una proteina de FAK dominante-negativa. La
expresion de FRNK en el melanoma agresivo disminuy6 la invasividad, la
migracion y la capacidad para formar redes tubulares en geles de colageno.
También redujo los niveles de fosforilacion de ERK1/2, cuya inhibicion
disminuy6 los niveles de uroquinasa, asi como la actividad de MMP-14 y
MMP-2. Estos resultados apuntan a que la cascada de senalizacion de EphA2
promueve el VM a través de FAK y ERK, como también la via de PI3K e
MMP-14 que termina conduciendo como ultimo paso la escision de laminin-
5Y2217'

En esta relaciéon de EpHA2 con la FAK puede tener posibles implicaciones la
VE-Cadherina ya que puede unirse a EpHA2 y modificar la localizacion

126,127
>

intracelular de las misma se necesitan mas enfoques sobre esta posible
relacién y las consecuencias posibles de la sobreexpresién u/o fosforilacion

que puede ocurrir entre EpHA2/FAK y VE-cadherina®®.
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Por otro lado, un estudio publicado en 2015'** observé que VE-cadherina, mas
en concreto la Y658 puede ser fosforilada por la FAK en células tumorales de
ovario (ID8-IP) como también en modelos de ratones de cancer de mama
(4T1-L) y la administracién oral en ratones de inhibidores competitivos en el
sitio activo de ATP de FAK (PND-1186: 30 mg/kg) mostré una disminucién
en el crecimiento tumoral y en la metastasis. FAK puede asi tener un papel en
la regulacién de la fosforilacion de VE-Cadherina, de echo los inhibidores de
FAK (PF-271) inhiben la capacidad de formar VM en células agresivas de
melanoma con alta expresion basal de pY658 de VE-Cadherina y su

desregulacion en la localizacion intracelular de la misma®” (Fig. 9).
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5. Hipoxia y VM

Una de las estrategias de supervivencia por parte de las células tumorales
agresivas capaces de formas VM es a través de la hipoxia que tiene lugar en el
propio tumor. El agotamiento de oxigeno es una situacién bastante comuin en
el microambiente tumoral y en gran medida esta adaptaciéon hace mas maligno
el crecimiento celular. Los factores inducibles por hipoxia (HIF) y los
elementos sensibles a hipoxia (HRE) desempefian un papel crucial en este
contexto™.

Notablemente, algunos genes potenciales de hipoxia que contienen elementos
sensibles a hipoxia o HRE estan involucrados en VM, como es el caso de
VEGF-A, VEGFR-2, EphA2, Twist, Nodal, COX-2 y VE-cadherina®"”".
Como resultado, se ha observado por varios estudios que la hipoxia promueve

221-223

VM en una amplia variedad de lineas celulares tumorales . En modelos

murinos de melanoma, el VM se incrementé en condiciones de isquemia. Por

otro lado, hay una correlacion positiva entre la expresion de HIF-1a y VEGF-

A en células tumorales isquémicas®™. En 2012, Misra RM y colaboradores

observaron que HIF-la. promovia el VM a través de la activacion de
Neuropilina-1 (NRP-1, receptor de VEGF y correceptor de VEGFEFR-2) en un
modelo de fibrosarcoma humano. Inesperadamente, experimentos de
silenciamiento de NRP-1 interrumpia totalmente la formacién de tumores en

fibrosarcoma®®

. En melanoma humano, la hipoxia induce una sobreexpresion
de Bcl-2 (proteina anti-apoptoética de linfomas de células B 2) que a su vez

induce el aumento de la expresion de VE-Cadherina*®®, VE-Cadherina también

2 En resumen, la

esta altamente regulada por HIF-1a en carcinoma esofagico
hipoxia tiene un papel muy importante en la activacion de las rutas
vasculogénicas en la formacién de VM. La hipoxia también puede influir a la
formacion de VM a través de BNIP-3 (proteina que pertenece la familia de
Bcl-2). La expresion de BNIP-3 se ve aumentada en condiciones de hipoxia, lo
que permite su contribucién en la migraciéon celular y el desarrollo de VM en
melanoma humano. BNIP-3 incrementé el VM modulando la reorganizacion
de los filamentos de actina al citoesqueleto, mientras que el silenciamiento de
BNIP-3 disminuyen la formaciéon de VM, conduciendo a la formacion de fibras

de tension de actina y reduciendo las uniones adherentes celulares™’.

60



6. Microambiente tumoral y VM

Durante mucho tiempo, se ha descrito que el microambiente tumoral juega un
papel importante en el desarrollo y progresiéon tumoral, incluyendo invasion y

228,229

metastasis En este nicho fisico-quimico incluyen: células estromales,

fibroblastos, vasos sanguineos, células inmunes, matriz extracelular y

Y. El microambiente tumoral en el contexto tumoral presenta una

citoquinas
interaccion bidireccional que regula varios procesos en la progresion tumoral y

uno de estos procesos regulados en este nicho es el VM.

La complejidad de los tumores se ha reconocido cada vez mas en las dltimas
décadas, hasta el punto de que numerosos articulos publicados en el campo de
la investigacion del cancer ya no se centran exclusivamente en las células
cancerosas. Por el contrario, los diferentes componentes del microambiente

tumoral han recibido una atencién cada vez mayor.

La primera evidencia de la influencia del microambiente tumoral en VM fue
propuesta por Hendrix et al en 2002*'. En un estudio iz viwo indujeron un
ambiente isquémico por cirugfa en la arteria femoral en ratones desnudos y los
compararon con ratones inyectados con células tumorales agresivas y poco
agresivas de melanoma humano. Observaron las células agresivas de melanoma
(C8161) y no las poco agresivas (C81-61), se encontraban superpuestas con
células endoteliales en la vascularizaciéon en isquemia de musculo. También
encontraron por técnicas de inmunohistoquimicas que solo los ratones que
fueron inyectados con las células C8161 expresaban marcadores de formacion
de vasculogénesis embrionaria entre ellas Notch-3 y 4!, En otro estudio, este
mismo grupo demostré que las células agresivas de melanoma pueden
modificar el microambiente y en consecuencia reprogramar la expresiéon de
ciertas proteinas en las células poco agresivas de melanoma e inducir en estas la
formacion de VM. Estudios de microarrays de expresiéon confirmaron que
tanto la expresion de genes como de proteinas medidas por Western Blot
cambiaba tras poner en contacto los medios condicionados de las células
agresivas de melanoma en las células poco agresivas de melanoma y todo ello
permitié producir VM en las células poco agresivas de melanoma. Entre los
genes regulados como los niveles de proteina que aumentaron estin: EphA2,
VE-Cadherina TIE-1. VEGF-C, MMPs (metaloproteinasas), laminina 5
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gamma 2°”. Ta cooperacion entre células endoteliales normales y células
tumorales con capacidad de formar VM se han visto implicadas en la

. Mas aun, células de melanoma agresivo

progresion del cancer de pulmoén
inducen VM en co-cultivo con células normales humanas estromales del

mesénquima. Este efecto es mediado por VEGF-A**.

Se ha demostrado que la hipoxia promueve el VM a través de otras vias de
seflalizaciéon ademas de la VE-Cadherina. Por ejemplo, la estabilizacion
mediada por especies reactivas de oxigeno (ROS) de HIF-la activd el
protooncogén met, que indujo la formacién de tubos iz vitro en matrigel en

células de melanoma®®

. Ademas, HIF-1a y HIF-2a promovieron la formacion
de tubos 7z vitro en matrigel a través de la regulacién positiva de los factores de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) C y D, asi como el receptor de VEGF
(VEGFR3)". En el cincer de mama triple negativo, la hipoxia aumenté la
subpoblacién de células CD133" (cominmente consideradas como células
madre cancerosas) a través de un mecanismo mediado por Twistl. Este
cambio de poblacién pareci6 mejorar la formacién de tubos, ya que se
encontrd que las células CD133" cubrian los tubos similares a VM**. Ademas,
HIFla podtia promover la formacién de tubos en el carcinoma hepatocelular
, que

participa en la reticulacién del colageno durante la remodelacion de la matriz

mediante la regulacion ascendente de la lisil oxidasa como 2 (LOXI.2)»"**

extracelular.

La importancia de las células no cancerosas dentro del tumor del estroma
también esta ganando lentamente atencién en el estudio de VM. Los
macréfagos asociados a tumores (TAM por sus siglas en inglés) parecfan
promover la formaciéon de VM en el glioblastoma multiforme correlacionado
con un aumento en la expresion de la ciclooxigenasa 2 en las células

>, Los fibroblastos asociados con el cancer (CAF por sus siglas en

tumorales
inglés) también pueden ser determinantes en la formacién de VM. En un
estudio reciente, se inyectaron células vasculogénicas de melanoma murino en
ratones que portaban una delecion especifica de CAF para la proteina
matricelular CCN2 y obtuvieron como resultado que la ausencia de CCN2
derivado de fibroblastos redujo la vasculatura tumoral, incluyendo VM**.

*!' mostraron que los

Finalmente, una publicacién reciente de Thijssen et al.
tejidos PAS™ en el melanoma cutineo humano se tifien positivamente para el

marcador de pericito a-actina del musculo liso (xSMA) dentro de las redes de
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matriz extracelular revestidas por células tumorales. Ademas, cuando las células
tumorales VM" se cultivaron conjuntamente con pericitos, hubo una
estabilizacion de las redes VM hasta 96 h. Se demostré que el reclutamiento de
pericitos en las redes de VM depende de la sefializaciéon de PDBF-B, mientras
que la adicion de STI-571 (mesilato de imatinib) para inhibir el receptor de

PDGEF obstaculiz6 la formacién de VM y el crecimiento tumoral.

7. Cancer Steam Cells (CSCs, células madre del cancer) y VM

El VM requiere una respuesta adaptativa de las células tumorales y la
plasticidad celular es una propiedad esencial para este proceso. Las CSCs son
por definicién una subpoblacion de células tumorales con una alta plasticidad
celular. En este contexto, la plasticidad se define como la capacidad
pluripotente de las CSCs para producir una trans-diferenciaciéon celular. En
1994, Lapidot et al y Caceres Cortes et al, observaron la primera evidencia de
células madre de cancer iniciadoras de tumor por inyeccion de diferentes
subpoblaciones de células de leucemia en ratones** En la actualidad, las CSCs
se han visto implicadas en una gran variedad de tumores sélidos, como el

246

cancer de mama®®, gliomas®, prostata®’, melanoma®® entre muchos otros.

Las CSCs representan una subpoblacion de células tumorales agresivas con
capacidad de auto renovacion, diferenciacion de diferentes linajes celulares,
iniciacién tumoral y resistencia a la radio-quimioterapia®***"***. El fenotipo de

las CSCs se exacerba en el nicho perivascular tumoral y esto correlaciona con

1249

agresividad tumoral™. Ademas, las CSCs se pueden diferenciar a células

endoteliales, demostrando este hecho la implicaciéon de las CSCs en

250

vascularizacién tumoral™. Varios trabajos han vinculado las CSCs con la

capacidad de formar VM en varios modelos tumorales. Mas en concreto, en

cancer de mama triple negativo la capacidad de formar VM correlaciona

112

estadisticamente con la expresiéon del marcador CD133 de CSCs* y dicha

correlacion también fue demostrada en melanoma uveal y melanoma cutaneo,

gliomas, carcinoma hepatocelular y cincer de pulmén no microcitico'*"*
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En células de melanoma agresivo se produce VM y esté fenémeno se inhibe

13 En células madre del cancer

por la deplecién de la proteina VE-Cadherina
de melanoma se relacioné la expresion de CD133 y ABCB5 con la expresion
de VE-Cadherina y dichas células madre tumorales se ubicaban en el nicho

perivascular tumoral permitiendo la formacién de VM.

8. Terapia anti-vascular contra el cancer

Han pasado mas de 30 afos desde que Judah Folkman hipotetiz6 que el
crecimiento tumoral depende de la angiogénesis*. Investigaciones postetiotes
han llevado a la identificacién de varios reguladores de la angiogénesis, algunos
de los cuales representan posibles dianas terapéuticas. Sin embargo, aunque los
agentes anti-vasculares a menudo son muy activos en los estudios preclinicos,
los ensayos clinicos recientes que incluyen estos agentes han sido tanto
alentadores como decepcionantes. Debido al papel predominante de la
brotacién capilar y su principal mediador molecular VEGF en la
vascularizaciéon tumoral, la inhibicion de VEGF parece ser necesaria pero
probablemente es insuficiente para detener la progresion del tumor de forma
permanente en muchos tipos de cancer. Debido a la existencia de mdaltiples
mecanismos de vascularizacion y vias de senalizacion angiogénicas, la
inhibicién de una sola via probablemente desencadenara mecanismos de
vascularizacién alternativos y vias de factor de crecimiento adicionales. En
consecuencia, la aplicacion de la terapia anti-vascular en pacientes con cancer
requiere la identificacion del perfil de vascularizacién individual y la maquinaria
molecular detras del proceso de vascularizacion y, ademas, la individualizacién
de la terapia anti-vascular para obtener beneficios potenciales™**>.

Cualquier clasificacion de estrategias anti-vasculares es dificil, con
superposicion en varias caracteristicas. Sin embargo, las principales categorias
de estos enfoques que se han desarrollado son angiosupresores (agentes anti-
angiogénicos) y terapias de focalizaciéon vascular (agentes disruptores
vasculares)”.  Aunque la quimioterapia metronémica (modalidad de
tratamiento en dosis bajas de forma crénica al paciente) utiliza farmacos
citotoxicos convencionales, las dianas principales de esta estrategia son las

células endoteliales aberrantes. Esta es la razén por la cual Browder et al®’
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acufiaron el término "quimioterapia antiangiogénica" para describir este

tratamiento.
8.1 Terapia angiosupresora (agentes anti-angiogénicos)

Este enfoque de tratamiento esta motivado por el hecho de que la
neoangiogénesis en el cancer requiere la induccién de la proliferaciéon de las
células endoteliales por mitdgenos especificos o inespecificos. Estos agentes se
dirigen a la produccién de mitégenos endoteliales, los mitégenos mismos, sus
receptores endoteliales, las vias de senalizacién asociadas, las integrinas

endoteliales y las metaloproteinasas™® (Tabla 4).

Agentes Diana/ mecanismo de accién Fase clinica

Angiosupresores
glosup Fase lll, aprobado por la FDA para

Agentes anti-VEGF Anticuerpo contra VEGF-A .
. cancer colorrectal
* Bevacizumab
* VEGF-Trap VEGF-A, PIGF y unién de VEGF-B Fase |
* VEGF-AS VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D Fase |
VEGFR y agentes contra el receptor
TK Anticuerpo contra VEGFR-2 Fasel
* IMC-1C11
* ZD6474 VEGFR-2, EGFR, RET Fase I/l
* PTK787/ZK222584 (vatalanib) VEGFR-1, -2, -3; PDGFR-B, c-Kit Fase II/lll
. . Fase lll, aprobado por la FDA para
* BAY 43-9006 (sorafenib) EGFR-2, -3; PDGFR, RET, c-Kit, Raf ,
cancer renal
. ) Fase lll, aprobado por la FDA para
¢ SU11248 (sunitinib) VEGFR-1, -2; PDGFR, FLT3, c-Kit ,
cancer renal
* AG-013796 VEGFR-1, -2, -3; PDGFR-B, c-Kit Fase I/l
* Angiozyma VEGFR-1,ribozima destructora de ARNm Fase I/1l

e s . . Imitando el dominio peptidico de
Sefializacidon de integrina

« EMD 121974 (cilengitide) reconocin}iento del Ii.gando. RGD comiin Fase I/Il
a ligandos de integrina-v
» MEDI-522 (vitaxin) Anticuerpo contra o.B, Fase I/1l
) . Efecto inhibidor multiple sobre el brote
Misceldanea

) } de células endoteliales inducido por Fase I/ll

* Thalidomina
bFGF, VEGF y TNF-a

* AE-941 Inhibidor de MMP-2, -9, -12 y VEGFR-2 Fase lI/lll
¢ Marimastat MMP2/9 Fase lll
* BAY-12-9566 MMP2/9 Fase lll
* AG3340 MMP2/9 Fase lll
* Endostatina Integrina avp1l Fase II/lll
* ABT-627 Receptor de endotelina Fase I1/111

Tabla 4: Ejemplos de agentes anti-vasculares en desatrollo clinico.

A pesar de los prometedores resultados preclinicos con estos agentes, en los

primeros ensayos clinicos rara vez se observaron respuestas positivas en los
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pacientes. El avance clinico para la terapia angiosupresora se derivé de un
ensayo de fase III que demostré una supervivencia significativamente
prolongada cuando se us6é bevacizumab, un anticuerpo anti-VEGF, con
quimioterapia en pacientes con cincer colorrectal metastisico®. En base a
estos resultados, bevacizumab se convirtié en el primer agente anti-angiogénico
en ser aprobado por la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA de sus siglas en inglés) para el tratamiento del cancer. En
posteriores ensayos de fase III, el bevacizumab en combinacién con la
quimioterapia estandar mejord la supervivencia general en pacientes con cancer
de pulmoén y la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con cancer de
mama®*, Ademiés, se ha reportado que es activa en pacientes con cincer
metastasico de células renales como monoterapia (mejoro la supervivencia libre

de enfermedad, pero no en la supervivencia general)™”.

Recientemente se obtuvo un mayor éxito clinico con agentes de mdltiples
dianas y de amplio espectro que se dirigen a los receptores de VEGF y otras
tirosinas quinasas presentes en las células endoteliales y cancerosas (Tabla 4).
Los ensayos de fase III han demostrado la eficacia de SU11248/sunitinib
(dirigido a VEGFR-1, -2; al receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas PDGFR, FLT3 y c-Kit) y BAY-43-9006/sorafenib (dirigido a
VEGFR-2, -3; PDGFR, RET, c-Kit y Raf) en el tratamiento de pacientes con
cincer renal™. Segiin estos resultados, sunitinib y sorafenib ahora estin
aprobados por la FDA como monoterapias para el cancer de rifion. También
se han encontrado resultados prometedores con la combinacion de ZD6474
(dirigido a VEGFR2, receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y
RET) y quimioterapia en pacientes con cancer de pulmén de células no
pequenas. Curiosamente, el reemplazo de bevacizumab con inhibidores de
tirosina quinasa (TK) similares, como PTK787/ZK 222584 /vatalanib (dirigido

a VEGFR-1, -2, -3; PDGFR-B y c-Kit), en el régimen combinado no tesultd
con una eficacia similar en pacientes con cancer colorrectal previamente

tratados con quimioterapia o sin tratamiento previo™”’

. Sin embargo, el éxito
clinico de bevacizumab, sunitinib y sorafenib como medicamentos novedosos
para el tratamiento de pacientes con cancer ha confirmado la relevancia de la
investigacién sobre la angiogénesis y ha estimulado la busqueda de enfoques

anti-angiogénicos novedosos y mas efectivos.
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8.2 Terapia de focalizacion vascular: agentes disruptores
vasculares (VDASs)

La terapia de direccionamiento vascular (incluidos los anticuerpos anti-células
endoteliales y los VDAs basados en ligandos y moléculas pequefias; Tabla 5)
reconoce el hecho de que el diagnéstico clinico de cancer ocurre con
frecuencia cuando el tejido tumoral ya ha establecido su vasculatura®***. Esta
estrategia se basa en la capacidad de los VDAs para distinguir los capilares
tumorales de las normales en funcién de su diferente fenotipo, mayor potencial
proliferativo y permeabilidad, y la dependencia inherente del citoesqueleto de
tubulina. Los VDAs causa una inhibicién selectiva y rapida de los capilares
tumorales establecidos, lo que resulta en una muerte celular extensa de cancer
en las areas centrales de los tumores, aunque dejan la perfusiéon en regiones
tumorales periféricas relativamente intactas™***'. El mecanismo de los VDAs
no depende del tipo de vascularizacién que ocurre en un cancer dado. Basado

en desarrollos preclinicos prometedores, varios VDAs han entrado en
desarrollo clinico (Tabla 5).

Aunque los tumores, como otros tejidos, requieren una red de vasos que les
suministre sangre, la vasculatura tumoral no se deriva necesariamente por la
proliferacién de las células endoteliales y el brote de nuevos capilares. Ademas
de los mecanismos alternativos de vascularizaciéon, las nuevas estrategias
antivasculares deben armonizarse con la etapa de progresion del tumor y con el
mecanismo molecular responsable del fenotipo angiogénico. Una mejor
comprension de los diferentes mecanismos de vascularizacion de los diversos
tipos de cancer ciertamente ayudara a afinar estas nuevas estrategias contra el

cancet.
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Agentes Diana/ mecanismo de accién Fase clinica
VDAs
Ligandos directos contra VDAs Dominio ED-B de fibronectina Preclinico
* L19 cadena simple Fv
* Anticuerpo contra endoglina ligada
) ’_ o S Endoglina Preclinico
aricina-A
¢ Anti-VCAM-1 vinculado a la -
i .. ., VCAM-1 Preclinico
induccién de coagulacién
Marcador de célul dotelial
* Anti-TES-23 arcador de c€lulas endotela Preclinico
relac do con CD44
* Anticuerpo desnudo contra e L.
e Fosfatidilserina Preclinico
fosfatidilserina
* B, dirigido a ligando que produce
apoptosis en células endoteliales ATP”™-Raf Preclinico
induciendo ATP”-Raf
Moléculas pequeiias VDAs
f’ pequ Polimerizacién de actina, estabilizacién
* Profdrmaco de CA4; AVE8062 y ) )
) , . de filamentos a través de la via de Fase I/Il
0xi4503 (analogos sintéticos de L.
. sefializacion Rho
combretastatina)
Inhibicion de la polimerizacion de
* ZD6126 microtibulos sobre las células Fasel
endoteliales
¢ ABT-751 B-tubulina Fasel
* DMNXAA (andlogo del dcido acético Liberacion de TNF-a, induccion del
Fase I/l
de flavona) factor nuclear-xp

Tabla 5: Ejemplos de agentes VDAs en desarrollo preclinico y clinico.
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8.3 Terapia contra el VM

Dado que el uso de terapias anti-angiogénicas contra el desarrollo de tumores
ha tenido resultados limitados e ineficaces, existe una necesidad imperativa de
intentar buscar nuevas terapias contra la angiogénesis antitumoral centradas en
el mecanismo alternativo dirigido en las células tumorales (por medio de la

trans-diferenciacién) para convertirse en pseudo células vasculares que

conducen a

VM. Numerosos

estudios han

intentado

deshabilitar

especificamente el VM en diferentes modelos de tumores (Tabla 6).

Agentes

Diana/ mecanismo de

accion

Efecto en VM

Referencias

bevacizumab (Avastin) VEGF No efectos Wang et al (77)
cetuximab (Erbitux) EGFR No descrito
panitumumab (Vectibix) EGFR No descrito
sunitinib (Sutent) VEGFRs, PDGFR-B, RET No descrito
sorafenib (Nexavar) VEGFRs, PDGFR-B, Raf-1 No descrito
erlotinib (Tarceva) EGFR No descrito
imatinib (Gleevec, Glivec) Inhibicién TK; BCR-ABL Inhibicién Paulis et al (78)
gefitinib (Iressa) EGFR No descrito
pazopanib (Votrient, VEGFRs, PDGFR-B, c-Kit No descrito
GW?786034)
lapatinib (Tykerb) EGFR, HER2 No descrito
thalidomida (Thalomid) Productos TNFa; ROS Inhibicién Zhang et al (79)
TNP-470 (AGM-1470) Inhibicién TK No efectos van der Schaft et al (80)
endostatina (rhEndostatin, e 3 ) van der Schaft et al (80), Liu
Sefializacion de integrinas No efectos
Endostar) etal (81)
rapamycina (Rapamune) mTOR, VEGF Inhibicién Su et al (82)
curcumina EPHA2, PI3K, MMPs Inhibicién Chen et al (83)
isoxanthohumol TGF-B Inhibicién Serwe et al (84)
vadimezan (ASA404, MAPK, VE-cadherina Inhibicién Zhao et al (85)
AS1404, DMXAA)
resveratrol VEGFR1, VEGFR2 Inhibicion Vartanian et al 86*
epnrubncnlna plus celecoxib | VE-cadherina/MMP-2/MMP- Inhibicién JuRl etal (87)
liposomas 9/PI3K/FAK
ginsenosido Rg3 VE-cadherin/ MMPs/ EphA2 Inhibicién Jing-Qiang Guo et al (88)
STI-571 PDGFR-B Inhibicién Thijssen VL et al (253)
PF-562271 FAK/VE-cadherina Inhibicién Delgado-Bellido D et al (70)

Tabla 6: Ejemplos de agentes que han tenido posibles efectos en la formacién de
VML219,241,262-273,
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Un metanalisis de 22 estudios clinicos elegibles con datos relevantes para VM y
una supervivencia a 5 afios de 3062 pacientes en 15 tumores con VM se asocio
el VM con un mal prondstico al finalizar el estudio®. Dado que el uso de
terapias anti-angiogénicas (preferiblemente, anticuerpos contra la unién de
VEGF sobre su receptor, bevacizumad y afines) contra el desarrollo de
tumores ha tenido resultados limitados, existe la necesidad de intentar nuevas
estrategias terapéuticas contra la angiogénesis tumoral'” centradas en el
mecanismo alternativo de orientacion utilizado por las células tumorales que se
convertiran en células pseudovasculares que conducen a VM. Un unico
compuesto molecular pequefio con un interés particular en desarrollo clinico
(NCT03582618) para el tratamiento del cancer anti-VM es el CVM-1118;
(clasificado como un derivado de fenil-quinolina producido por la compafiia
TaiRx) que esta siendo considerado como agente para poder llegar a la clinica
con posibilidad: en los resultados obtenidos en ensayos pre-clinicos, la
estructura central del CMV-1118 se ha demostrado tener este compuesto

potentes propiedades antineoplasicas y anti-mutagénicas”*.

Como se ha mencionado en los apartados anteriores, la inhibicién
farmacoldgica de la actividad de FAK/pY658 de VE-Cadherina con el
inhibidor de la FAK especifico PF-562271 puede representar una nueva
oportunidad terapéutica en la represion de genes implicados en la promocion
de VM en células de melanoma con capacidad de formar VM. Del mismo
modo, la inhibicién de la via VE-PTP/TIE-2 con AKB-9778 podria abrir
nuevas formas de controlar la capacidad de formar pseudo-vasos por las
células de mimetismo vascular. Finalmente, los nuevos tratamientos dirigidos a
las células murales, como los pericitos, también podtian tener valor terapéutico.
Es el caso de apuntar al eje PDGF-B con STI-571, que resulté util en modelos
de ratones con formacién de VM. Dirigirse a VM con compuestos moleculares
especificos combinados con terapias de primera linea puede representar el

mejor enfoque para obtener un buen prondstico en pacientes en el futuro.
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III. OBJETIVOS

El mimetismo vasculogénico (VM) ha implicado en el campo del desarrollo de
la angiogénesis tumoral un punto de inicio para desarrollar e investigar las
pautas de accién que se encuentran intrinsecamente envueltas en la maquinaria
celular tumoral, para poder asi las mismas sobrevivir a la hostilidad impuesta
por parte del propio organismo. En los inicios del desarrollo de terapias anti-
angiogénicas por parte de la comunidad cientifica como de las farmacéuticas las
terapias anti-angiogénicas eran alentadoras, pero con el desarrollo de diferentes
y diversos ensayos clinicos fallidos, se ha activado la imperativa critica de
desarrollar e investigar los mecanismos adyacentes y paralelos a modelos de
angiogénesis ya establecidos con anterioridad. Como ya hemos comentado el
estudio del desarrollo del VM por parte de las células tumorales puede tener
diversos abordajes. En esta tesis doctoral el objetivo general se centra en
determinar el papel de VE-Cadherina, su fosforilacion y su asociaciéon a

diversas proteinas en el desarrollo de VM.

Para la realizaciéon de esta tesis doctoral nos propusimos los siguientes
objetivos especificos para llevar a cabo el estudio de la implicacién de VE-

Cadherina sobre la dinamica de formacion del VM:

e [Hstudiar la expresiéon aberrante de VE-Cadherina y VE-PTP y su
implicacién en el desarrollo del mimetismo vasculogénico.

e Analizar los cambios postraduccionales de VE-Cadherina y las posibles
asociaciones a partners de VE-Cadherina y como estas interfieren en el
desarrollo de VM.

e Observar el impacto directo de la inhibicion de la FAK sobre la
dindmica intracelular de VE-Cadherina y de formacion de VM.

e [Hstudiar la localizacién subcelular del complejo de VE-
Cadherina/p120/Kaiso y obsetvar el impacto de la inhibicién de la
FAK sobre el mismo.

e Evaluar el estado de represiéon génica por acciéon de pY658 sobre los
genes dependientes de Kaiso.

e Identificar la posible implicacion de VE-PTP y su unién a VE-
Cadherina/p120.
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Descifrar el mecanismo de degradaciéon de VE-Cadherina a través de la
inhibicion de VE-PTP en las células de melanoma VM™.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Reactivos y anticuerpos

Se utilizaron los siguientes reactivos: PF-562271 (PF-271, Abcam), VEGF
(Peprotech), pervanadato de sodio V>Os + 6 NaOH — 2 Na;VO, + 3 H,O
(22). Leptomicina B (Sigma Aldrich) fue usado a una concentracién de 20
ngr/ml durante 3 horas, Cloroquina (Sigma Aldrich) fue usado a una
concentracion de 20 pM durante 3 horas, Lastacistina (Sigma Aldrich) fue
usado a una concentraciéon de 30 uM durante 30 minutos y MG-132 (Sigma

Aldrich) fue usado a una concentraciéon de 3 pM durante 3 horas.

El pervanadato de sodio Na;VO, (0,2mM durante 5 minutos) fue tnicamente
usado como tratamiento para comprobar la especificidad del anticuerpo Y658
de VE-Cadherina, ya que dicho quimico provoca la inactividad de las fosfatasas
celulares e incrementa la fosforilacion de la VE-Cadherina como se ha

publicado en diversos articulos'"*”.

Los anticuerpos utilizados para la realizaciéon de esta tesis doctoral fueron:
Y658 VE-Cad de conejo. (1: 1000 WB, 1: 100 IF, Termofisher), VE-Cad
dominio C-ter de ratén (1: 500 WB, 1:50 IF, 2 ug IP, clon F-8, sc-9989), FAK
de conejo (1: 2000 WB, clon C-20, sc-558), VE-Cad dominio extracelular de
ratén (1: 1000 WB, 1: 100 IF, clon BV6, Millipore), anti-fosfotirosina p-Tyr de
ratén (1: 500 WB, 2 pg IP, clon PY20, sc-508), Kaiso de raton (1: 1000 WB,
clon 6F, Millipore), Kaiso grado ChIP de ratéon (8 pg de ChIP, clon 6F8,
Abcam), a-tubulina de ratén (1: 10000 WB, clon B-5-1- 2, Sigma-Aldrich),
p120 catenina de ratén (1: 1000 WB, 1: 100 IF, BD Biosciences), lamin B1 de
conejo (1: 1000 WB, Abcam), PARP-1 de ratén (1: 1000 WB, Calbiochem),
Y731 VEC de conejo (1: 1000 WB, Biotech A8251), Glutl de conejo (1: 1000
W Santacruz H-43), anti-phosphotyrosine p-Tyr de ratén (1:1000 WB, clone
4G10, Millipore), VE-PTP de ratén (1:1000 WB, 2 ug IP, Clone 12/RPTPb,
BD Biosciences) y LC3-1I de raton ( 1:100 WB, clon 5F10, NanoTools) (Tabla

7) (WB: Western Blot, IF: inmunofluorescencia y IP: inmunoprecipitacion).
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Nombre/Clon Huésped Dosis Firma

Anticuerpos .
Conejo 1:1000 WB, 1:100 IF Thermofisher
* Y658 VE-CAD
* VE-CAD dominio C-ter (Clon F-8) Ratén 1:500 WB, 1:50 IF y 2ug IP Santa Cruz
* VE-CAD dominio extracelular Ratén 1: 1000 WB, 1: 100 IF Merck Millipore
(Clon BV6)
* FAK (Clon C-20) Conejo 1: 2000 WB Santa Cruz
* p-Tyr (Clon PY20) Ratén 1: 500 WB, 2 pg IP Santa Cruz
* Kaiso (Clon 6F) Ratén 1: 1000 WB Merck Millipore
* Kaiso ChIP grade (Clon 6F8) Ratén 8 ug de ChIP Abcam
* a-tubulina (Clon B-5-1- 2) Ratén 1: 10000 WB Sigma-Aldrich
* p120 catenina (98/pp120) Ratén 1: 1000 WB, 1: 100 IF y 2ug IP BD Biosciences
* Lamin B1 Conejo 1: 1000 WB Abcam
* PARP-1 Ratén 1:1000 WB Calbiochem
* Y731 VE-CAD (Clon A8251) Conejo 1: 1000 WB Biotech
* Glut 1 (Clon H-43) Conejo 1: 1000 WB Santa Cruz
* p-Tyr (Clon 4G10) Conejo 1: 1000 WB Merck Millipore
* VE-PTP (Clon 12/RPTPb ) Ratén 1:1000 WBy 2 pg IP BD Biosciences
* LC3-lI (Clon 5F10) Ratén 1:1000 WB NanoTools
Reactivos
1um Abcam
* PF-562271
* VEGF-165 80 ng/ml Peprotech
* Pervanadato de sodio Na;VO, 50 mM
* Cloroquina 20 uM Sigma-Aldrich
* Lastacistina 30 uM Sigma-Aldrich
* MG-132 3uMm Sigma-Aldrich

Tabla 7: Reptesentacién de los anticuetpos (Nombre/Clon, huésped, dosis usada y marca
comercial) y reactivos utilizados para la realizacion de la tesis doctoral. WB: uso en Western Blot,
IF: uso en inmunofluorescencia, IP: uso en inmunoprecipitacion y ChIP: uso en
inmunoprecipitacion de cromatina.

Cultivos celulares

Para la realizacién de este trabajo de tesis doctoral se han utilizado dos lineas
celulares de melanoma uveal humano: MUM-2B y MUM-2C.

Ambas lineas celulares se extrajeron originalmente del higado de pacientes con
metastasis de melanoma uveal que fallecieron a causa de la enfermedad””. Los
analisis morfolégicos y funcionales revelaron que las células MUM-2B
expresan fenotipos mesenquimales y epiteliales, altamente invasivas y capaces
de formar mimetismo vascular. La linea celular MUM-2C es usada como

control y es menos metastasica.
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MUM 2B son células altamente agresivas y esto queda de manifiesto por su
capacidad de formar redes tubulares en modelos tridimensionales en matrigel 7
vitro e in vivo, unas de las posibles causas de esta capacidad de formar
estructuras pseudovasculares se atribuye en parte al tener sobreexpresadas
diferentes proteinas que tiene una funcién normal en endotelio, siendo asi las
proteinas implicadas en esta transformacion: EphA2, VE-Cadherina TIE-1.
VEGF-C, MMPs (metaloproteinasas), laminina 5 gamma 2*°. En contra
posicion las células de melanoma uveal MUM 2C no son capaces de formar
dichas redes tubulares como tampoco contienen una expresiéon de proteinas

presentes en endotelio.

También se utilizaron para la realizacion de esta tesis doctoral las células de
melanoma cutaneo: C8161 y C81-61. Ambas lineas celulares tienen similitudes y
diferencias en formacién de VM como asi en expresion de VE-Cadherina y
TIE-1 como las células anteriormente expuestas (MUM 2B, MUM 2C

respectivamente)*,

Las lineas celulares MUM 2B, MUM 2C, C8161 y C81-61 fueron cultivas en
medio RPMI suplementado con suero bovino inactivado (FBSi) al 10%, L-
glutamina 2 mM y penicilina / estreptomicina al 1% (laboratorios PAA). Todas
las células se cultivaron a 37°C y 5% de CO2 en incubadoras de células. Dichas
lineas celulares se sometieron a diferentes pases (1:6) semanales para su
mantenimiento mediante tripsinizaciéon previo lavado con PBS 1X y posterior

centrifugacién (1500 rpm durante 5 minutos).

La linea celular HUVEC (Human Umbilical V ascular Endhotelial Cells) fue
utilizada como control positivo de expresion y mecanismo intracelular de VE-
Cadherina y las proteinas relacionadas a la misma. Dichas células fueron
cultivadas en medio de crecimiento de células endoteliales-2 (EGM-2 de sus
siglas en inglés) (Lonza) suplementado con FBSi al 5% vy
penicilina/estreptomicina al 1% (laboratorios PAA). Las células HUVEC se
cultivaron a 37°C y 5% de CO2 en incubadoras de células. Dichas lineas
celulares se sometieron a diferentes pases (1:4) semanales para su
mantenimiento mediante tripsinizaciéon previo doble lavado con PBS 1X y

posterior centrifugacién (1500 rpm durante 5 minutos). Todas las lineas
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celulares fueron analizadas peridédicamente mediante PCR para descartar
contaminacién por micoplasma. Las secuencias de los primers (Sigma Aldrich)
utilizadas para la deteccion fueron:
-Sense.5-GATGTCAAGAGTGGGTAAGGTT-3

- Antisense:5-GATGTTTAGCCGGGTCGAGAG-3.

Silenciamientos transitorios con la tecnologia siRNNA (small
interfering RNNA)

Las células cultivadas se transfectaron transitoriamente con los siRNAs
correspondientes (Tabla 8) utilizando el reactivo comercial jerPRIME
(Polyplus), siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante del

producto:

1. Se siembran las células correspondientes en placas de 6 pocillos
(125.000 células por pocillo) en medio de cultivo de crecimiento 24
horas antes de la transfeccién.

2. Al dia siguiente se prepara una mezcla de buffer de transfeccion, el
siRNA correspondiente a una [50 nM], el reactivo jetPrime y se
mezclan durante 10 segundos en agitacioén suave.

Se incuba este mix durante 10 minutos a temperatura ambiente.

4. La mezcla (200 pl) se anade gota a gota con 2 ml de medio de cultivo
celular renovado.

Al dia siguiente se cambia el medio de cultivo celular durante 24 horas.
Se realizaron los experimentos correspondientes después de 48 horas

de silenciamiento genético transitorio con siRNA.
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Proteina/Gen Secuencia siRNA Concentracion de uso

VE-cadherina (CDH5) '-AGAUGCAGAGGCUCAUGAUTT-3 50 nM
FAK (PTK2) 5'-GGUUCAAGCUGGAUUAUUU-3’ 50 nM
Ciclina D1 (CCND1) 5'-CCAAUAGGUGUAGGAAAUAGCGCTG-3’ 50 nM

SMARTpool: ONE-TARGET plus

WNT 11 e 100 nM
VE-PTP (PTPRB) 5'- GACAGUAUGAGGUGGAAGU -3' 50 nM
p120 (CTNND1) 5'- GGATCACAGTCACCTTCTA -3' 50 nM

Scrambled (Control) 5'-CCUACAUCCCGAUCGAUGAUG-3' 50 nM

Tabla 8: siRNAs utilizados en la tesis doctoral.

Western Blot/Inmunotransferencia

Las proteinas celulares se extrajeron en su totalidad de las placas de cultivos
siguiendo los siguientes pasos:

1. Lisis celular: después de los diferentes tratamientos las células se
lavaron con PBS 1X frio, se rasparon las células por fuerza mecanica
con el buffer de lisis TR3 (3% SDS, 10% glicerol, 10mM Na,HPO,
anhidro). La lisis celular se completé mediante sonicacion.

2. Cuantificaciéon proteica: las muestras de proteinas totales fueron
cuantificadas mediante colorimetria mediante la técnica Lowry acufiada
por el cientifico Oliver H Lowry en 1951?”. Siguiendo las indicaciones
del kit DC protein assay (BioRad).

3. Desnaturalizacién de proteinas y linealizacién a estructura primaria
proteica: se afladié Laemmli buffer modificado (250mMde Tris-HCI pH
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7,5, SDS 10%, Glicerol 20%, 1,4 M Mercaptoetanol, azul de
bromofenol 1%) acufiado por el cientifico suizo Ulrich K. Laemmli en
1970°"®. Se incubaron las muestras durante 5 minutos a 95°C para
completar la desnaturalizacion.

Electroforesis y transferencia: se separan las proteinas mediante
electroforesis en geles de acrilamida (7,5%-10%) en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). El gel de acrilamida fue transferido a
membranas de PVDF (Amershan), por el método semi-seco de Trans-
Blot Turbo (BioRad) a voltaje constante durante 20 minutos.
Immunodetecion de proteinas: la membrana de PVDF se bloqueé con
PBS 1X-Tween al 1% con leche desnatada en polvo al 5% durante 2
horas en agitacion. Para observar proteinas fosforiladas se utiliz6 TBS
1X-Tween al 1% con BSA al 2%.

Las membranas correspondientes se incubaron durante 24 horas con
los anticuerpos primarios de las diferentes proteinas a medir, al dia
siguiente las membranas fueron lavadas con PBS 1X-Tween 1%
durante 10 minutos en agitacion.

Se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario (ligado a la
peroxidasa de rabano, HRP) correspondiente durante 90 minutos y se
realizaron los lavados adecuados con PBS 1X- Tween 1%.

Por dltimo, las proteinas fueron reveladas por quimioluminiscencia con
ECL (Merck Millipore) en peliculas de rayos X medicinales (Konica
Minolta).

RT-PCR

Para determinar los perfiles de expresion de ARNm de las diferentes proteinas

expresadas en nuestras lineas celulares realizamos los siguientes pasos:
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Extracciéon de RNA total: se extrajo el RNA total a través del kit por
columnas de afinidad biolégica RN.Asay Mini Kit (Qiagen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Eliminacién de ADN gendémico: se eliminaron los posibles restos de
ADN gendémico usando DNAasa/RNAsin (Invitrogen).



3. Cuantificaciéon de RNA total: se midié la productividad de extraccion
de RNA del Kit mediante el espectrofotometro denominado
NanoDrop teniendo en consideracion los ratios de Abs 260/280 y Abs
260/230.

4. Retro-Transcripcién inversa: se utiliz6 1 pgr de ADN putificado y se le
afladi6 la transcriptasa inversa del kit SeripteDINA Synthesis Kit (BioRad) para
pasar de ARN a ADN complementario (cDNA).

5. Reaccién en cadena de la polimerasa (Taq: Therrmus aquaticus): dichos
cDNAs se amplificaron exponencialmente tras la reaccion en cadena de
la polimerasa utllizando 7Tag Universal SYBR green supermix (Biorad), cada
reaccion se realizé por triplicado utilizando los sistemas de deteccién de PCR

en tiempo real CFX96. Las secuencias de los primers para las diferentes

secuencias y la temperatura de alineamiento (60°C) estan representadas en la

Tabla 9

Secuencia
, Sense 5’-CAGATTGGCTACCCAACTGTT-3’
36B4 (Housekeeping) )

Antisense 5'-GGCCAGGACTCGTTTGTACC-3

CCND1 Sense 5’-CCGTCCATGCGGAAGATC-3'
Antisense 5'-GAAGACCTCCTCCTCGCACT-3'

CDHE Sense 5’-AACTTCCCCTTCTTCACCC-3'
Antisense 5'-AAAGGCTGCTGGAAAATG-3'

Sense 5-GCTTGTGCTTTGCCTTCAC-3’

WNT 11 Antisense 5'-TGGCCCTGAAAGGTCAAGTCTGTA-3’

PTPRE Sense 5'- TGCTAAGTGGAAAATGGAGGCT-3’
Antisense 5'- GCCCACGACCACTTTCTCAT-3'

Tabla 9: Primers utilizados en la tesis doctoral.

83



Inmunoprecipitacion y subfraccionamiento celular

Para determinar la localizaciéon subcelular como asi las posibles relaciones entre

nuestras proteinas expresadas en las diferentes lineas celulares realizamos

experimentos de inmunoprecipitaciéon simple de proteinas, subfracionamiento

celular y por ultimo, inmunoprecipitacion a partir de extractos citosol-nucleo,

para ello realizamos los siguientes pasos:

Inmunoprecipitaciéon simple de proteinas:

Subfraccionamiento celular
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Lisis celular: se lisaron las células con buffer de lisis celular (Tris / HCI
50 mM ph 7,4, NaCl 120 mM, NP-40 al 0,1%, EDTA 1 mM, NaF 10
mM, Na;VOs 1 mM y se suplementaron con un céctel inhibidor de
proteasas (1 tableta por cada 10 ml de buffer de lisis) durante 30
minutos a 4°C, se agito la muestra cada 3 minutos para mejorar la lisis.
Eliminacién de restos celulares: se eliminaron los restos celulares por
centrifugacién (13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C)

Incubacién de anticuerpos: se incubaron los lisados celulares con los
anticuerpos correspondientes y se dejaron durante 24 horas en
agitacion a 4°C. Se utiliz6 un anticuerpo IgG como control de uniones
inespecificas. Se retir6 parte del lisado para comprobar por Western Blot
los niveles de carga de proteina (Input) en paralelo a la
inmunoprecipitacion.

Unién del complejo anticuerpo/proteina problema a las bolas

magnéticas: al dia siguiente se incubaron los complejos de

anticuerpo/proteina problema con 50 pl de bolas magnéticas (Proteina
G) Dynabeads™ Protern G para inmunoprecipitacion (ThermoFischer),
se dejaron las muestras durante 2 horas en agitaciéon a 4°C.

Lavados del complejo proteico: se realizaron 3 lavados con buffer de
lisis 120 nM de NaCl y 2 lavados con buffer de lisis 300 nM de NaClL
Desnaturalizacién del complejo: las diferentes muestras fueron
calentadas a 95°C en agitacion durante 10 minutos.

Western Blot: las muestras fueron expuestas a separacion por
electroforesis en geles de acrilamida al 7,5 % para su consecuente

deteccion de proteinas (ver apartado de Wesrern Bloi).
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Lisis celular, extraccion de la fraccién citosélica: se lisaron las células
con el buffer de lisis (sacarosa 250 mM, Tris-HCl 50 mM ph 7,4, MgCI2
5 mM, Na;VOs 1 mM, NP-40 al 0,25% y se suplementaron con un
coctel inhibidor de proteasa (1 comprimido por 10 ml de buffer de lisis,
Roche) durante 10 minutos a 4°C. a continuacién, las muestras se
centrifugaron a 500 g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se
considerd la fraccion citosélica.

Eliminacién de posibles contaminaciones de fracciones: el pellet celular
se resupendi6 en el buffer de lavado (sacarosa 1 M, Tris-HCI 50 mM
ph 7,4, 5 mM MgCl2) y fue centrifugado a 3000 g durante 5 minutos a
4°C. Se descart6 el sobrenadante.

Lisis nuclear, extraccion de la fraccién nuclear: el pellet celular
(nucleos) se lis6 con el buffer nuclear (Tris-HCI 20 mM ph 7,4, NaCl
0,4 M, glicerol al 15%, 1,5 % Triton X-100) durante 30 minutos en
agitacion a 4°C. Después se centrifugd la muestra a 5000 g durante 5
minutos a 4°C. El sobrenadante se consideré la fraccién nuclear. Se
utilizo6 la expresion de a-tubulina como control de la fraccion citosdlica

y asi también PARP-1 y lamina B1 como control de la fraccion nuclear.

Inmunoprecipitacion de proteinas de los extractos citoso6lico-nuclear:

1.

Subfraccionamiento celular: se realiz6 primero la extraccion de las
proteinas citosélicas-nucleares como anteriormente se ha comentado.
Se retird parte del lisado como Input.

Inmunoprecipitacion de proteinas: se llevé a cabo la precipitacion de
los complejos proteicos sobre los diferentes compartimentos

subcelulares.

Experimentos de angiogénesis in vitro

El efecto de los inhibidores como asi de los silenciamientos de proteinas sobre

el desarrollo de VM en las diferentes lineas celulares de melanoma fue llevado a

cabo mediante los siguientes pasos:
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Formacion de la matriz en 3D: se revistieron los pocillos con 50 pl de
matrigel (BD Matrigel™ Basement Membrane Matrix) a 4°C (estado
solido) y se solidifico el matrigel durante 30 minutos a 37°C en el
incubador celular.

Siembra celular: las células (25.000 células por pocillo) en cultivo
fueron sembradas en placas de 96 pocillos pre-tratadas en matrigel.
Imagenes: tras 24 horas de incubacién fueron tomadas imagenes con el
aumento 10X utilizando el microscopio Olympus CKX4. Cada
tratamiento se realizé por triplicado, y los experimentos se repitieron
independientemente al menos tres veces.

Cuantificacién: fue usado para la formacion de VM el programa
Wimasis para cuantificaciéon de tubos vasculares.

En los experimentos de silenciamiento por siRNA o rescate de la VE-
Cadherina, las células fueron previamente silenciadas o transfectadas

previa realizacion de los experimentos en matrigel.

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Realizamos los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina para medir

la asociacion de la proteina Kaiso sobre sus genes dianas y como los diferentes

tratamientos afectan a la misma, el protocolo correspondiente se desglosa en

los siguientes puntos:

1.
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Diseno de primers: antes de comenzar dichos experimentos hicimos una
busqueda exhaustiva en la literatura cientifica de los posibles genes
diana de Kaiso y las secuencias consenso (KBS) de uniéon a los
diferentes promotores. Encontramos que Kaiso se puede unir a los
promototres de CCND1 y WNT 11'%.

Siembra celular: las células de melanoma uveal (MUM 2B) fueron
sembradas (18X10° células por pocillo) hasta llegar a una confluencia
celular del 80-90%.

Lavado y fijacion: las células fueron fijadas con formaldehido al 36,5%
durante 10 minutos a temperatura ambiente previo lavado con PBS 1X
frio, siguiendo las indicaciones del kit SimpleChIP Enzymatic Chromatin IP
Kit (Magnetics beads) (Cell signaling).



Extraccion nuclear: el pellet celular fue sometido a una lisis nuclear
ayudada con la digestiéon por parte de la nucleasa micrococica a 37°C
durante 20 minutos en agitacion. Se retird parte de la lisis como Input.
Incubacién con el anticuerpo: los nicleos fijados fueron incubados con
el anticuerpo anti-Kaiso 6F8 ChIP-grade.

Unién del complejo anticuerpo/proteina problema-bolas magnéticas: el
complejo de Kaiso unido a la cromatina fue incubado con bolas
magnéticas (50 pl) durante 3 horas en agitacion a 4°C

Purificaciéon y extraccion de ADN: el ADN de las muestras, tanto
Inputs como inmunoprecpitaciones, fueron purificadas y extraidas
mediante columnas de afinidad biolégica.

q-PCR: las muestras fueron expuestas a la reaccién en cadena de la
polimerasa (Ver apartado de RT-PCR) con los correspondientes primers
de unién a los promotores de los genes diana de Kaiso (CCNDI1 y
WNT11). Se utilizaron los primers de secuencia contra RPL30 (Control
negativo de unién) y PMSD5 (Control positivo de union)'®’. Las

secuencias de los primers usados fueron: Tabla 10.
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Gen/promotor Secuencia

Sense 5'-GATCTGATCACAGCCTCCTTG-3’

PMSD5 (Control positi
(Certapes) Antisense 5'-CAACCACTGGCTACAGTTGA-3'

Sense 5'-TTTACATCTGCTTAAGTTTGCG-3'

CCND1 )
Antisense 5'-TTAGAATTTGCCCTGGGACT-3'

Sense 5'-CACCCTTCCCACTTCCAA-3'

WNT 11 .
Antisense 5'-GAGAGACGTCTGCTTGGCT-3'

Tabla 10: Primers de ChIP utilizados en la tesis doctoral.

Inmunofluorescencia:

Se realizaron experimentos de deteccion de proteinas a través de
inmunofluorescencia para asi localizar la situacién intracelular de las proteinas

como su posible correlacién entre las mismas siguiendo los siguientes pasos:

1. Siembra celular: se sembraron las células (100.000 células por pocillo)
en placas de 48 pocilos. En dichos pocillos se introdujeron
cubreobjetos de menor calibre que el pocillo previo lavado con alcohol
al 99%, para asi evitar posibles contaminaciones. Se dejaron secar los
pocillos durante 30 minutos.

2. Crecimiento celular: se dejaron las células crecer durante 24 horas para
asi poder alcanzar una confluencia adecuada de aproximadamente el

80%, Se ha reconocido la importancia de la confluencia celular en
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diversos articulos, mas en concreto para analizar proteinas relacionadas
con VE-cadherina®™'. Siendo una mala practica hacer experimentos de
inmunofluorescencia con una baja o muy alta confluencia celular.
Fijacién: las células fueron fijadas con wuna soluciéon de
paraformaldehido al 3% con sacarosa al 2% en PBS 1X durante 15
minutos a temperatura ambiente.

Lavados: se realizaron 3 lavados con PBS 1X.

Permeabilizacion: las células fueron expuesta a una solucién de PBS 1X
con un tensoactivo no iénico (Triton X-100 al 0,25%) durante 10
minutos a temperatura ambiente. Con este paso se intenta preparar a
las células para la entrada posterior de los anticuerpos, creando
microporos en la membrana citoplasmatica celular.

Lavados: se realizaron 3 lavados con PBS 1X.

Bloqueo: las células se bloquearon con una solucién de PBS 1X con
BSA  (Bovine Serum Albumin) al 2% durante 1 hora a temperatura
ambiente.

Incubacién de anticuerpos primarios: las células fueron incubadas con
los anticuerpos primarios (epitopo: fraccion variable contra la proteina
diana, teniendo en su fraccién constante la unién a anticuerpos del
huésped: ya sea ratén o conejo) correspondientes en PBS 1X con BSA
al 2% durante 45 minutos a temperatura ambiente.

Lavados: se realizaron 5 lavados con PBS 1X.

. Incubacién de anticuerpos secundarios: se utilizaron anticuerpos

secundarios frente a la fraccién constante de los anticuerpos primarios
(ratén o conejo) de especies diferentes a estos para evitar asi reacciones
ctuzadas. Las células se incubaron durante 20 minutos con los
anticuerpos secundarios correspondientes. Se utilizaron anticuerpos
secundarios que albergan en su fracciéon constante la unién de
fluoréforos que determinaremos mas tarde a través de microscopia
confocal. Para la realizacion de esta tesis se utilizo el anticuerpo
secundario contra ratén unido al fluoréforo que emite a la longitud de
onda 488 nm (Alexa) y el anticuerpo secundario contra conejo unido al
fluoréforo que emite a la longitud de onda 647 nm (Alexa). Finalmente

se utilizaron muestras celulares sin incubacién de anticuerpo primario y

89



11.
12.

13.

solo de secundario para asi poder determinar las posibles uniones
inespecificas de los mismos.

Lavados: se realizaron 5 lavados con PBS 1X.

Marcaje de los nuicleos celulares y montaje: los nucleos celulares fueron
marcados con DAPI (4", 6'-diamidino-2-fenilindol) durante 10 minutos,
el DAPI que se une fuertemente a regiones de adenina y timina del
ADN, descubierto en su inicio como tratamiento de contra la
tripanosomiasis” emite a una longitud de onda de 358 nm. El montaje
de los cubreobjetos sobre donde se depositan las células fue realizado
con medio de montaje (IVectashield antifade nounting medium, 1.SBio) sobre
portas de cristal.

Obtencién  de  imagenes: se  obtuvieron  iméagenes  de
inmunofluorescencia en el rango lineal de detecciéon para evitar la
saturacion de la sefial utilizando un microscopio fluorescente (Zeiss

Axio Imager Al) o microscopia confocal (Leica SP5).

Ediciéon genética mediante la tecnologia CRISPR-Cas9

Se produjo la eliminacién genética estable de VE-Cadherina (CDHD5) en la linea

celular de melanoma uveal humano (MUM 2B), a través de la tecnologia

CRISPR-Cas9 de ediciéon génica, siguiendo el protocolo descrito a

continuacion:

1.
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Diseno de las guias: Se disefiaron 5 sgRNA (guias simples de RINA)
diferentes usando la herramienta de diseno CRISPR Optimized
disefiada por Zhang et al*®.

Clonacion: Se clonaron en el vector pL-CRISPR.EFS.GFP* que se
adquiri6 en el repositorio publico de Addgene (# 57818).

Validacion de las gufas: las gufas de sgRNA se validaron en las células
HEK 293T utilizando el kit de deteccion de escision gendmica GeneArt
(Invitrogen, Carlsbad, EE. UU) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Formacion de particulas virales: Las particulas lentivirales para las 2
mejores sgRNA en términos de disrupcion alélica
(GGCAGGCGCCCGATGTGGCG y



5.

1.

GATGATGCTCCTCGCCACATCC) se produjeron como  se
describi6 anteriormente en células HEK 293T utilizando para la
extraccion de los lentivirus filtros especificos.

Transfeccion y experimentos posteriores: Las células MUM 2B se co-
transdujeron a MOI 10-100 con las 2 particulas lentivirales diferentes y
se confirmé por citometria de flujo con una eficiencia de transduccion
cercana al 100%. Finalmente, la interrupcion alélica y el truncamiento
de proteinas se confirmaron mediante secuenciacién Sanger y por
Western blot.

Citometria de flujo

Para determinar el posible efecto inespecifico del inhibidor de la focal adbesion
kinase (FAK) PF-271, se realiz6 citometria de flujo para ver los posibles efectos
de dicho inhibidor sobre las células MUM 2B, se siguieron los siguientes pasos:

Se sembraron 1,5x10° células en placas de 6 pocillos y tras 24 horas se
aplicaron los tratamientos correspondientes.

Se lavaron las células tres veces con PBS 1X frio.

Se fijaron con etanol frio al 70% y yoduro de propidio 10 pg/ml
suplementado con ribonucleasa A 100 pg/ml (Sigma).

El ciclo celular se determiné mediante el citometro de flujo
FACSCalibury se analizé con el software Flow]O 7.6.3 (Tree Star).

Microscopia electronica

Para analizar las ultraestructuras de las células tumorales de melanoma uveal y
humano y los posibles efectos que tiene la disminucién de la VE-Cadherina
sobre los mecanismos de degradacioén, se realizé experimentos de microscopia

electrénica siguiendo estos pasos:

Fijacién: las células MUM 2B extraidas de placas de 6 pocillos fueron
fijadas mediante una solucién de fijaciéon (buffer de cacodilato 0,1 M pH

7,4 y tetradxido de osmio) durante 60 minutos a 4°C.
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2. Lavado y tincion: las muestras fueron lavadas con agua miliQQ y tefiidas
con acetato de uranilo.

3. Deshidratacién: las muestras celulares fueron deshidratadas en series de
concentraciones crecientes de alcohol o acetona.

4. Corte e inclusion en parafina: las secciones ultrafinas se cortaron con
un cuchillo de diamante en un ultramicrotomo (Reichert Ultracut S). Y
fueron depositadas en redes circulares en parafina.

5. Obtencién de imagenes: las muestras se analizaron en un microscopio
electrénico de transmision (TEM) Zeiss 902 con 80 KV de aceleracion
de voltaje (CIC-UGR).

Experimentos de autofagia

La macroautofagia (referida solo como "autofagia") es una via homeostatica de
"autoalimentacion" que se ha conservado entre las células eucatiotas. Existe un
proceso asociado a lisosomas cuyos componentes intracelulares, pequefas
porciones de citosol o envueltas de vesiculas de doble membrana, llamadas
autofagosomas, se degradan con hidrélisis lisosémica reguladas por el
entramado proteico de chaperonas®™. Recientemente, diferentes estudios han
relacionado que la formacién de VM fue promovida por la autofagia inducida
por bevacizumab en células de glioblastoma multiforme, que se asocié con la

resistencia tumoral a la terapia antiangiogénica a través de la alta expresion de
VEGFR-2%¢,

Nosotros quisimos medir los posibles cambios ultraestructurales en la
formacion de aufagolisosomas y comprobarlos a través de diferentes

experimentos de autofagia, para ello realizamos los siguientes pasos:

1. Siembra celular: las células fueron sembradas (125.000 células por
pocillo) en placas de 6 pocillos durante 24 horas.

2. Transfeccion de GFP-LC3: las células fueron transfectadas con el

plasmido GPF-LC3 (0,5ugr) con el reactivo JetPrime (véase apartado de
siRNA) durante 48 horas. Se utilizé6 medio HANKS, dicho medio fue

utilizado para intentar cultivar Mycobacterium leprae en células en 1949

por el cientifico John H. Hanks?®’. A groso modo HANKSs es una
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solucién de equilibrio en sales (Calcio y Fésforo). La solucion HANKSs
se utilizé6 como control positivo de formacién de autofagolisosomas.
Cambio de medio de cultivo celular: se cambiaron los medios de
cultivo tras 24 horas de transfeccion.

Determinacion de autofagolisosomas: para determinar la localizacion
de LC3, se observaron las células transfectadas con GFP-LC3 bajo un
microscopio de fluorescencia (Zeiss Axio Imager Al). Para determinar
la translocaciéon LC3-11, realizamos también Western Blot de LC3-1 y su
derivado lipidado LC3-1I (18 y 16 kDa, respectivamente) usando un

anticuerpo monoclonal contra LC3.

93



94



RESULTADOS
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V. RESULTADOS

Expresion elevada de pVE-Cadherina (pY658) en células de

melanoma agresivo

Antes de comenzar el estudio mas en detalle sobre las posibles implicaciones
de VE-Cadherina en la formaciéon de VM, decidimos comprobar y medir los
niveles de expresion de VE-Cadherina y su estado basal de fosforilacién en la

Y658 en diferentes lineas celulares de melanoma uveal y cutaneo.

Utilizamos para ello las siguientes lineas celulares de melanoma: MUM 2B,
C8161, MUM 2C y C81-61 (VE-Cadherina®, capacidad de formar VM y VE-
cadherina’, respectivamente), como ha sido descrito en estudios con
anterioridad™.  Con dicha premisa, las lineas celulares MUM 2B y C8161
expresaron VE-Cadherina muy fuertemente por Western Blot, en comparacion
con las lineas celulares MUM 2C y C81-61 (Fig. 10A). Sorprendentemente, la
diferencia de expresion de VE-Cadherina entre dichas células también se
encontr6 con los niveles de expresion de la pY658 de VE-Cadherina sin

ningun estimulo proangiogénico (Fig. 10A).

La expresion de la pY658 de VE-Cadherina como asi sus posibles

implicaciones en la dinamica celular endotelial han sido bien estudiadas por

139,140

diversos grupos cientificos , pero es imperativo en dichos estudios utilizar

diversos factores solubles con capacidad de activar la ruta de VEGFR-2

(VEGE)"™ o mediadores de la inflamacién (histamina entre otros)™*

para asi
activar la fosforilacién del residuo Y658 de VE-Cadherina. En otros estudios
para comprobar la especificidad de los anticuerpos contra la Y685 y Y731 de
VE-Cadherina™”,

sodio (0,2 mM durante 5 minutos).

se utilizaron tratamientos controlados con pervanadato de

Experimentos de Western Blot con tratamientos de pervanadato de sodio (PV,
0,2 mM) sobre las lineas MUM 2B y C8161 mostraron que tras el tratamiento
de PV se activa fuertemente la fosforilacién de la Y658, dicho experimento se

realizé para comprobar la especificidad del anticuerpo (Fig. 10B).
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En adicién, realizamos silenciamientos siRNA de VE-Cadherina en las células

MUM 2B para asi estar mas seguros del uso del anticuerpo de pY658 de VE-
Cadherina (Fig. 10C).

Como se ha comentado anteriormente, la ruta mas importante sobre la
dinamica de VE-Cadherina, es la ruta de sefializaciéon del VEGF*'**, En 2015,
Jean et al'*® reportaron con experimentos de espectrofotometria de masas, que

la Y658 de VE-Cadherina puede ser diana de FAK en un mecanismo VEGF

dependiente.

Tras el tratamiento del inhibidor competitivo contra el sitio activo de unién a
ATP de la FAK (PF-271) (izquierda, tercera linea de la Fig. 10D), como la
inhibicién del mismo con silenciamientos de siRNA (derecha, segunda linea de
la Fig. 10D), produjo una disminucién de la expresion de la pY658 en células
MUM 2B independientemente del tratamiento de VEGF (Fig. 10D).
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Fig. 10: expresion elevada de pY658 de VE-Cadherina en células de melanoma
agresivo. A) expresion de VE-Cadherina y pY658 en las lineas celulares agresivas de
melanoma uveal (MUM 2B) y cutineo (C8161) medidas por Western Blot, B) el tratamiento con
PV aument6 la fosforilacién de la Y658 en MUM 2B y C8161, C) silenciamiento siRNA de
VE-Cadherina (50 nM) fue utilizado para comprobar la especificidad del anticuerpo pY658, D)
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inhibicién (PF-271, 1uM dutrante 24 horas) y/o silenciamiento siRNA (50 nM) de la FAK
impidi6 la fosforilacién independientemente del tratamiento con VEGF (80 ngt/ml).

La inhibicion farmacolégica de la FAK y su inhibicién
genética por siRNA disminuyen los niveles de expresion de
pY658 de VE-Cadherina

Para afianzar los resultados obtenidos en la Fig. 10D, realizamos experimentos
de inmnufluorescencia en las mismas condiciones de tratamiento sobre las
lineas celulares MUM 2B. La inhibicién quimica a través del tratamiento con
PF-271 disminuy6 la expresion de la pY658 de modo independiente de VEGF
(Fig. 11A), asi como el tratamiento de VEGF aumento muy ligeramente la
fosforilacién sobre la Y658 de VE-Cadherina (nétese que las lineas MUM 2B
tienen muy baja expresiéon de VEGFR-2).

Por otro lado, el silenciamiento a través de siRNA de la FAK (Fig. 11B)
disminuy6 la fosforilacién en la Y658 de VE-Cadherina independientemente

del tratamiento combinado con VEGF.
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Fig. 11: La inhibicién farmacolégica de la FAK y su inhibicién genética por siRINA
disminuyo los niveles de expresion de pY658 de VE-Cadherina. A) el tratamiento con

PF-271 (1uM, durante 24 horas) produjo una disminucién de la produccion de pY658 de VE-
Cadherina en la linea celular MUM 2B, asi como el tratamiento combinado con VEGF (80
ngt/ml), B) el siRNA de FAK obtuvo los mismos efectos en la expresién de la pY658 de VE-
Cadherina. Escala bars: 15 um.

Se ha publicado con anterioridad'* que la inhibicién de la FAK a través de los
quimicos PF-271 o PND-1186 afectan a la expresiéon de la fosforilaciéon de
VE-Cadherina en el residuo Y658 en la linea celular HUVEC (Véase Fig. 2C
del articulo citado). Por ello, realizamos experimentos de Western Blot (Fig.
12A) e inmunofluorescencia (Fig. 12B) con el tratamiento PF-271 con o sin
VEGF en la linea celular HUVEC para corroborar la posible inhibiciéon de
expresion de la Y658 de VE-Cadherina en un modelo ya estudiado con

anterioridad.
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Fig. 12: La inhibicién farmacolégica de la FAK disminuyen los niveles de expresion de
pY658 de VE-Cadherina en la linea celular HUVEC. A) Western Blot en la line celular
HUVEC con tratamientos de PF-271 (1uM, durante 24 horas) con o sin VEGF (80 ngr/ml),
B) inmunoflorescencia de VE-Cadherina (verde) y pYG658 (rojo) con los tratamientos

anteriormente explicados. (Bars: 15 um).

Los anticuerpos de pY658 de VE-Cadherina reconocen
especificamente la fosforilaciéon de VE-Cadherina in vitro

Como se ha comentado anteriormente y siguiendo las pautas de controles para
las mediciones de fosforilacién de VE-Cadherina, ya sea la Y658, Y685 o Y731,
realizamos diferentes experimentos para aclarar la especificidad del anticuerpo

de pY658. Notese que el laboratorio de Elisabetha Dejana (IFOM, Milan),
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publicé en 2012 en la revista Nature communications'®, una figura (Fig. 1 del
articulo citado) explicitamente para comprobar que el anticuerpo para la pY658

de VE-Cadherina reconocia especificamente dicha fosforilaciéon. En adiciéon,

150
>

especificidad de anticuerpo contra la Y685 y Y731 de VE-Cadherina. Esto vino

otro articulo también dedicaron una figura completa al analisis de
dado porque al principio del estudio de las fosforilaciones de VE-Cadherina,
habfa en el mercado anticuerpos que tuvieron problemas para afianzar la
especificidad del producto, ademas se retiraron anticuerpos del mercado.
Dichos grupos diseflaron anticuerpos propios para realizar dichas

. Q
comprobaciones'**".

Dado estos inconvenientes sobre el anticuerpo de pY0658, tomamos la
determinacién imperativa de realizar los debidos experimentos de
comprobacion de especificidad (Fig. 13A y B). Gracias a la colaboracién del
laboratorio de Dejana (Fabrizio Orsenigo), pudimos adquirir mutantes de la
Y0658 de VE-Cadherina, como as{ una pequefia alicuota de anticuerpo disefiado

en su laboratorio.

Asi, introdujimos en la linea celular MUM 2C (VE-Cadherina’, VM) una VE-
Cadherina Wild Type (WT), una VE-Cadherina mutada su Y658 a fenilalanina
(Y658F) teniendo este aminoacido menos capacidad para ser fosforilado y por
ultimo una VE-Cadherina mutada su Y658 a glutimico (Y658E) con mayor
capacidad de ser fosforilado. Realizamos experimentos por Western Blot (Fig.
13A) e inmunofluorescencia de GFP-VE-Cadherina (verde: plasmido), Y658
(derecha: rojo) y control de VE-cadherina (izquierda: rojo) (Fig. 13B) y
observamos que la expresion de la Y658 de VE-Cadherina solo se expresaba
cuando introduciamos a la linea celular MUM 2C la Y658E, como tampoco

vefamos dicha expresion en el mutante Y658F.

Por otro lado, se ha publicado que la inhibicién de la FAK a través del
inhibidor competitivo PF-271 afecta especificamente a las fosforilaciones de la
FAK, no a su estabilidad. Mas concretamente PF-271 afecta al residuo Y397 de
la FAK independientemente de la posible actividad de dicho inhibidor sobre la
fosforilacion de la Y416 de Stc'* (véase Fig. 2A, B y C del atticulo citado). Por
ello realizamos experimentos de inmunoprecipitaciéon de fosfo-tirosinas totales
(pTyr) en la linea celular MUM 2B y pudimos observar que tras la inhibiciéon de

la FAK con PF-271 disminuyeron las fosforilaciones de tirosina totales de la
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FAK, y sorprendentemente también las de VE-Cadherina independientemente

del estimulo de VEGF (Fig. 13C).

Como se ha reportado en diferentes articulos el posible efecto del PF-271
sobre la viabilidad celular y actividad sobre el ciclo celular*™***, de hecho se han
analizado curvas de viabilidad celular 7z vitro, y solo es a partir de

concentraciones mayores a 1 M donde puede tener un posible efecto dicho

inhibidor en la viabilidad celular®**”. Por todo lo comentado, realizamos

analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo con la dosis de 1 uM
durante 24 horas de PF-271 en la linea celular MUM 2B y comprobamos que

dicho inhibidor no produce cambios en el ciclo celular ni un incremento de

SubG1 (Fig. 13D).
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Fig. 13: Los anticuerpos de pY658 de VE-Cadherina reconocen especificamente la
fosforilacion de VE-Cadherina in vitro. La linea celular MUM 2B fueron transfectadas con
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los diferentes constructos de VE-Cadherina (1pgr), siendo solo reconocida la Y658 mediante
A) WB o B) inmunofluorescencia (Bars 15 pm) en el mutante Y658E, C) immuprecipitacion
de pTyr totales revelé que la inhibicién de la FAK (PF-271) inhibe especificamente las fosfo-
tirosinas totales de la FAK, como también inhibi6 las fosfo-tirosinas de VE-cadherina, D)
experimentos de citometria de flujo pusieron de manifiesto que el PF-271 no produce efectos
citotoxicos sobre el ciclo celular en la linea celular MUM 2B.

Disminuciéon de la capacidad de formar VM en las células
MUM 2B a través de la inhibicion farmacologica o siRINA de
FAK

Como se ha observado en los diversos resultados anteriores, la inhibicién de la
FAK disminuye la fosforilacion de VE-Cadherina en el residuo Y658.
Decidimos asfi, realizar experimentos de formacion de angiogénesis i vitro en
una matriz tridimensional sobre placas de cultivo, para afianzar que dicha
disminucion tenfa un efecto en el desarrollo de VM en la linea celular MUM
2B. Como hemos comentado con anterioridad, se ha reportado que una
disminucion de VE-Cadherina tiene como resultado una anulacion de VM en

modelos 7 vitro'

. Pero, el posible efecto que pueden tener las fosforilaciones
de VE-Cadherina en la dinamica de formacién de VM no habian sido

exploradas.

La inhibicién de la FAK a través del PF-271 (Fig. 14A) produjo la disminucién
de la capacidad de formar VM (lops) independientemente del estimulo de
VEGF, como asi con la inhibicion a través de siRNA de la FAK donde se
obtuvieron similares resultados (Fig. 14B). Los resultados obtenidos de los
experimentos en matrigel tras la inhibicion de FAK fueron cuantificados por el
programa Wimasis, representando la formacioén de /ops tras el tratamiento de
PF-271 (Fig. 14C) y/o siRNA de FAK (Fig. 14D). Comprobamos el
silenciamiento de la FAK y la consecuente disminuciéon de la pY658 de VE-

Cadherina a través de experimentos por Western Blot (Fig. 14E).
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Fig. 14: Disminucion de la capacidad de formar VM en las células MUM 2B a través de
la inhibicion farmacolégica o siRNA de FAK. A y B) el ensayo de angiogénesis in vitro
con matrigel en MUM 2B mostr6 el efecto de los inhibidores de FAK (PF-271: 1uM y siFAK
50 nM) con o sin VEGF, las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio Olympus
CKX41 (Bars de 50 um) y C, D) la formacién de las estructuras en forma de tubo fue
cuantificadas por el programa Wimasis. Cada tratamiento se tealizé por triplicado, y el
experimento se repitié independientemente al menos tres veces. E) el siRNA de FAK fue

confirmado por Western Blot.

Alteraciones genéticas en la expresion de ARNm de FAKy en
el gen de FAK en pacientes con melanoma uveal humano

Todos los resultados anteriores sugirieron que la razén principal para explicar
la elevada fosforilacion basal de VE-Cadherina en las células malignas de
melanoma uveal (MUM 2B) se debia a la fosforilacién basal de la FAK, que se

mantiene constitutivamente activa, apoyados por resultados ya publicados en el
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afio 2005 (Véase Fig. 1 del articulo citado)®”. Al analizar la base de datos
cBioPortal, una plataforma de 48333 muestras tumorales, descubrimos que el
numero de copias del gen FAK estaba muy amplificado en numerosos
canceres humanos, como el melanoma de ovario, mama, prostata y uvea (Fig.
15A). Ademas, utilizamos una base de datos web de expresion génica en tejidos
normales y tumorales (GENT) que proporciona patrones de expresion génica a
través de mas de 34,000 muestras. El gen FAK se encontr6é sobreexpresado
particularmente (el mas alto de todos los estudios en la base de datos) en
melanoma uveal (Fig. 15B). Ademas, el 57% de los pacientes con melanoma
uveal humano incluidos en el estudio de TCGA (80 muestras) mostraron
alteraciones génicas (amplificaciones) o regulacién por aumento de ARNm
(Fig. 15C), lo que sugiere que FAK regula el crecimiento celular normal in
vivo. Ademas, encontramos que las alteraciones en la expresion de FAK
correspondfan con wuna clara tendencia (aunque no estadisticamente
significativa, probablemente debido al nimero relativamente bajo de pacientes)

a una disminucion de la supervivencia general (Fig. 15C derecha).

U133Plus2

3
§

R S T A T LR L B N
|““ m ”""""I R e e i o o
T e ——
g .

H

C
[
I T I - b
e T T TN, -
Genetic Alteration | Ampificaton (] mRNA Downveguiation || mRNA Upreguiation | No atertions 0% T i
Heatmap - 1l ¢ ?my -

0 2 0 4 e 0 8

Months Survival

106



Fig. 15: Alteraciones genéticas en la expresion de ARNm de FAK y en el gen de FAK
en pacientes con melanoma uveal humano. A) grifico de barras que muestra el porcentaje
de alteraciéon del gen PTK2 (FAK) en diferentes tipos de cancer (cBioportal), B) alteraciones
genéticas que afectan PTK2 (FAK) en melanoma uveal humano; el 57% de los casos
presentaron alteraciones genéticas o de expresion de ARNm, C) correlacion entre la expresion
de ARNm de PTK2 y la supervivencia general (SG) de los pacientes en con melanoma uveal.

La fosforilacion de la Y658 de VE-Cadherina a través de la
FAK participa en la importacion nuclear de p120 catenina

Como se ha comentado con anterioridad (Véase el apartado de sefializaciéon de
VE-Cadherina: p120 y Kaiso) la p120 catenina puede unirse a E-Cadherina y
asi este complejo puede importarse al nucleo y tener acciones sobre la

{§ .
185189 Estudios

transcripcion de genes por diversas protefnas efectoras
recientes”™””" han demostrado que E-Cadherina se puede importar al nicleo de
modo aberrante en células de cancer de pulmoén, cancer gastrico y cancer de
mama®' (Véase la Fig. 3 del articulo citado). Ademas, se vio por
inmunohistoquimica en 39 muestras de pacientes con cancer de pulmén, que la
E-Cadherina nuclear se correlacionaba en las muestras de pacientes con grado
moderado del estadio del tumor (Véase Fig. 1 del articulo citado). Como

también recientemente se ha publicado (Véase Fig. 6 del articulo citado) la

localizacion de E-Cadherina nuclear (unida a [-catenina) en cincer
292

colorectal
Con la premisa anteriormente comentada de una posible translocaciéon de E-
Cadherina en tumores avanzados, quisimos explorar si la VE-Cadherina
también podria tener una localizacién aberrante en la linea celular MUM 2B y
si esta localizaciéon podria estar involucrada en la capacidad de formar redes
tubulares (VM) en dichas células.

Es conocido que el tratamiento con Leptomicina B tiene efectos en el trafico
de exportaciones de proteinas hacia el nicleo (descubierto en sus inicios como

potente antibidtico-antifungico por el cientifico Tetsuo Hamamoto en el afo
293

1983 producido por la levadura Streptomyces sp)

, pero no se relacioné con el

efecto inhibitorio de exportaciones nucleares de proteinas hacia el citoplasma
8294

port inhibicién de la exportina 1 (CRM1) hasta el afio 199
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El tratamiento con Leptomicina B en experimentos de subfracionamiento
celular en la linea celular MUM 2B revel6 que VE-Cadherina esta de forma
aberrante en el nucleo en dichas células, mis aun la forma fosforilada de la
misma (Y658 de VE-Cadherina), y su regulaciéon de exportaciéon nuclear fue
bloqueada por el tratamiento, acumulandose asi Y658 en la fraccién nuclear
(Fig. 16A). Ademas, el doble tratamiento de Leptomicina B y PF-271
disminuy6 la acumulacién de pY658 de VE-Cadherina (cuarta linea de la Fig.
16A) afianzando asi la directa regulacion de la FAK sobre el estado de
fosforilacion de la pY658.

Sabiendo que la VE-Cadherina como asi la pY658 de VE-Cadherina pueden
tener una localizacién nuclear, quisimos saber si la inhibiciéon de la FAK podria
estar influyendo en dicha translocacion nuclear. Por todo ello, realizamos
experimentos de subfraccionamineto celular tras la inhibicién de la FAK a
través de siRNA en las células C8161 (Fig. 16B) o en las MUM 2B (Fig. 16C)
y observamos que el tratamiento con el inhibidor de FAK PF-271 (Fig. 16D)
disminuye la translocaciéon de la pY658 de VE-Cadherina al nuicleo. La

translocaciéon nuclear de p120 también se vio ligeramente afectada tras la
inhibicién de la FAK.

La localizacién y/o funcionalidad intracelular de p120 puede estar regulada, en
parte, por los posibles cambios conformacionales de las diferentes cadherinas
que se encuentran localizadas en la membrana citoplasmatica, como asi, del
estado de fosforilacion de p120 catenina (involucradas en estos cambios las
desfosfatasas: SHP-1, SHP-2, DEP1 y RPTPyu o fosforilaciones a través de las
quinasas CKlo y GSK3B)*”.

En experimentos de subraccionamiento celular, tras el silenciamiento siRNA
de VE-Cadherina se aboli6 la localizacién nuclear de p120 (Fig. 16E).
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Fig. 16: La fosforilacion de la Y658 de VE-Cadherina a través de la FAK participa en la
importaciéon nuclear de p120 catenina. A) el tratamiento de leptomicina B (20 ngr/ml
durante 3 horas) impidi6 la exportacion de la Y658 de VE-cadherina y el tratamiento PF-271
disminuy6 su translocacién ain con el doble tratamiento, B y C) el silenciamiento siRNA de la

Histone H1

FAK mostré disminuir la expresion y translocacion de la pY658 hacia el nucleo en la linea
celular A) C8161 y B) MUM 2B, D) tratamientos del PF.271 en MUM 2B disminuyé también
dicha translocacién de pY658, por dltimo, E), silenciamientos siRNA de VE-cadherina en
experimentos de subfraccionamiento celular mostraron que VE-cadherina es necesatia para la
translocacion nuclear de p120 catenina.

VE-Cadherina forma un complejo con pl20/Kaiso en el
nudcleo en un mecanismo dependiente de FAK

Teniendo en cuenta la posible implicacion del estado de fosforilaciéon de VE-
Cadherina (a través de la FAK) en la translocacion del nacleo de p120 y como
se ha publicado con anterioridad la formacién del complejo E-
Cadherina/p120/Kaiso' >, realizamos expetimentos de

inmunoprecipitacion de las diferentes fracciones celulares donde se localiza
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VE-Cadherina (Fig. 17A) y/o p120 (Fig. 17B) tras la inhibicién especifica de
la FAK (PF-271) en células de melanoma uveal MUM 2B y en células de
melanoma cutineo C8161. Sorprendentemente, comprobamos que VE-
Cadherina puede formar parte del complejo p120/Kaiso en un mecanismo
dependiente de FAK, y que tras la inhibicién de la FAK el complejo y su

consecuente translocaciéon nuclear VE-Cadherina/p120/Kaiso se ven

afectados.
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Fig. 17: VE-Cadherina forma un complejo con pl20/Kaiso en el nucleo en un
mecanismo dependiente de FAK. La inhibicion de la FAK (PF-271) impidié la
translocacién del complejo proteico VE-Cadhetina/p120/Kaiso en la linea celular MUM 2B y
C8161 tras la inmunoprecipitacion de la fraccién citosélica (CE) o nuclear (NE) de A) VE-
Cadherina o B) p120 catenina. Se realizé en paralelo una inmunoprecipitacion control de IgG

para descartar uniones inespecificas llevadas a cabo en los experimentos.
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Para corroborar la unién de VE-Cadherina pY658 a p120 catenina, realizamos
experimentos de co-inmunofluorescencia con el tratamiento PF.271 para asi

poder afianzar los resultados anteriormente expuestos (Fig. 18A).

A

Control MUM 28 VEGF

PF-271 VEGF+PF-271

plzo .

Fig. 18: VE-Cadherina forma complejo con p120/Kaiso en el nicleo en un mecanismo

p120

de FAK dependiente. A) co-inmunoflorescencia de pY658 (tojo) y p120 catenina (verde) en
la linea celular MUM 2B con previo tratamiento del inhibidor PF-271, el cual redujo la co-
localizacién de ambas proteinas independientemente del doble tratamiento con VEGF (Bars
15 pm).
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pY658 de VE-Cadherina impide la represion de los genes
diana dependientes de Kaiso CCND1y WNT 11

Los resultados anteriores sugerfan una posible acciéon por parte de VE-
Cadherina, mas en concreto, de la pY658 de VE-Cadherina sobre la
localizacién de p120/Kaiso y teniendo en conocimiento que una desunién de
p120 sobre Kaiso conlleva a una posible represion de Kaiso sobre sus genes
diana dependientes y la consecuente disminuciéon de expresion genética y

proteica de las mismas®’.

Decidimos, por todo ello, realizar experimentos de qPCR tras la inhibicién
quimica de la FAK (PF-271) (Fig. 19A) o siRNA de FAK y de VE-Cadherina
(Fig. 19B), sobre los genes diana dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11).
Tras dichos tratamientos o silenciamientos sobre la linea celular MUM 2B,
obtuvimos una reduccién de expresion significativa de los ARNm de las
proteinas CCND1 y WNT 11.
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Fig. 19: pY658 de VE-Cadherina reprime los genes diana dependientes de Kaiso
(CCND1 y WNT 11). Ay B) experimentos de qPCR con inhibidores de FAK (PF-271) o
silenciamiento de FAK y VE-Cadherina mostraron una fuerte disminucion de la expresion de
genes dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11). Los analisis estadisticos se realizaron
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utilizando el softwate Graph Pad Prism. La significacion estadistica se calculé utilizando una
prueba t de Student (sin emparejar, de dos colas) (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001) con
mediciones de al menos tres ensayos independientes. La barra de error denota la desviacién
estandar.

Como hemos comentado con anterioridad, p120 juega un papel importante en

2, Mas en concreto, el estado de

la inactivacion de Kaiso por union a la misma
fosforilaciéon de p120,a través de CKle, y por estimulaciéon de Wnt 3a en
diversas lineas celulares de adenocarcinoma de colon (SW480 y HT-29 MO0)
disminuy6 la unién de E-Cadherina a la misma (véase Fig. 2 del articulo

citado)*”

y por lo tanto facilita su unién a Kaiso, desplazandolo hacia el
citoplasma y por tanto incrementando asi la expresion (no represiéon por parte
de Kaiso) al gen diana CDKNZ2A (inhibidor 2A de quinasa dependiente de
ciclina) (Véase Fig. 8 del articulo citado)™.

Teniendo en cuenta que la localizacién de Kaiso, mediada en parte por p120 y
VE-Cadherina en la linea celular MUM 2B (Fig. 17) es importante para su
accion de represion sobre sus genes diana. Decidimos realizar experimentos de
inmunoprecipitacion de Kaiso-cromatina, previo tratamiento inhibitorio sobre
la actividad de la FAK (PF-271) (Fig. 20A) o tras el silenciamiento de VE-
Cadherina (Fig. 20B) y realizamos qPCR de los promotores de los genes diana
dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11). Tras el tratamiento con PF-271 o
silenciamiento de VE-Cadherina obtuvimos como resultado un aumento del
reclutamiento de Kaiso tras la inhibicién de la pY658 de VE-Cadherina de
manera directa (siRNA de VE-Cadherina) o indirecta (PF-271), sobre los
promotores antes citados expresados en Fold enrichment Over imput, que
correlaciona con la bajada de expresion de los ARNm mensajeros
representados en la Fig. 19. Utilizamos la secuencia reconocida de unién al
promotor PMSD5 (ZBTB33 ChIP-seq: GSM1334009 and GSM803504)"
como control positivo de unién a Kaiso y una secuencia de unién al promotor
RPL30 como control negativo de unién. Por dltimo, se realizé (en las mismas
condiciones experimentales) una inmunoprecipitacién de cromatina con un

anticuerpo no relevante de uniéon IgG.
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Fig. 20: pY658 de VE-Cadherina aumenta el reclutamiento de Kaiso a sus genes diana
(CCND1 y WNT 11). A) inmunoprecipitaciéon de cromatina unida a Kaiso en la linea celular
MUM 2B, previo tratamiento con PF-271 y B) tras el silenciamiento de VE-Cadherina.
Utilizamos primers contra el promotor de CCND1 y WNT 11, asi como un control positivo de
unién de Kaiso (PMSD5) y un control negativo de unién (RPL30). La significacion estadistica
se calcul6 utilizando una prueba t de Student (sin empatejar, de dos colas) (x p <0.05, ** p
<0.01, #**x p <0.001) con mediciones de al menos tres ensayos independientes. La barra de

erro denota la desviacién estandar.

El silenciamiento de los genes diana dependientes de Kaiso
(CNND1y WNT 11) disminuye la formacién de VM en MUM
2B

Para corroborar la posible implicacién de los genes diana de Kaiso en el

contexto de formaciéon de VM por parte de las células MUM 2B (todo ello a
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través de la fosforilaciéon aberrante de VE-Cadherina), decidimos realizar

experimentos de formacién de VM en matrigel, silenciando dichos genes
dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11).

Primero, realizamos la corroboracion del silenciamiento de CCND1 en MUM
2B, a través de experimentos de qPCR (Fig. 21A) y WNT 11 (Fig. 21D). El
silenciamiento de CCND1 disminuy6 la capacidad de formacién de VM (Fig.
21B) cuantificado en el numero de /ogps en matrigel (Fig. 21C). Por parte de
WNT 11, el silenciamiento del mismo también disminuyé la capacidad de
formar VM, aunque en menor medida (Fig. 21E y F). Estos resultados resaltan
la posible importancia, por ahora desconocida, que puede llevar a cabo la
sobreexpresion de la pY658 de VE-Cadherina en la formaciéon de VM,

orquestado por la unién sobre la ruta de p120/Kaiso a nivel transcripcional.
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Fig. 21: La inhibicién de los genes diana dependientes de Kaiso (CNND1 y WNT11)
disminuye la formacion de VM en MUM 2B. A) qPCR de CCND1 o D) WNT 11 tras el

115



silenciamiento siRNA de las mismas, B) experimento de formaciéon de VM en matrigel tras el
siRNA de CCND1 o E) silenciamiento siRNA de WNT 11. C y F) cuantificacién de
formacion de /ops por el programa Wimasis. Las imagenes se obtuvieron utilizando un
microscopio Olympus CKX41 (Bars de 50 pm) La significacién estadistica se calculé utilizando
una prueba t de Student (sin emparejar, de dos colas) (x p <0.05, #* p <0.01, *** p <0.001)
con mediciones de al menos tres ensayos independientes. La batra de erro denota la desviacion
estandar.

La fosforilacion de VE-Cadherina en Y658 es esencial para la
capacidad de formar VM en MUM 2B

Todos los resultados anteriormente expuestos podrian interpretarse que la
accion de VE-Cadherina y su estado de fosforilacién en el residuo Y658 estan
mediados por la inhibicién de la FAK, es decir, la inhibicién de la capacidad de
formar VM por parte de las células MUM 2B o C8161 puede ser debido per se a
la inhibicién de la FAK (efecto indirecto), en adiccion, se habia puesto de
manifiesto que una inhibiciéon de la VE-Cadherina total (tratamientos de

anticuerpos) disminuye la formacién de VM'”.

Para esclarecer la posible relacién directa de la pY658 de VE-Cadherina sobre
la formacién de VM, editamos genéticamente (CRISPR-Cas9) la linea celular
MUM 2B produciendo una linea celular MUM 2B K.O para VE-Cadherina,
corroborando dicha edicion genética de VE-Cadherina a través de Western Blot
(Fig. 22A).

El siguiente paso fue realizar experimentos de formacion de VM en matrigel en
las siguientes condiciones: el silenciamiento de VE-Cadherina mediante siRNA
(Fig. 22C arriba-derecha) disminuy6 la formacion de VM, corroborando asi
lo publicado con anterioridad'”. Este resultado fue apoyado cuando
sembramos la linea celular MUM 2B K.O de VE-Cadherina en matrigel y
obtuvimos semejantes resultados en formaciéon de VM (Fig. 22C abajo-
izquierda). Sorprendentemente, cuando rescatamos a través de la tranfeccion
de VE-Cadherina WT a la linea celular MUM 2B K.O de VE-Cadherina, se
revirtié la capacidad de formar VM por parte de las células (Fig. 21C).
Finalmente, la introduccién de la VE-Cadherina Y658F (no fosforilable),
impidi6é la formacién de VM (Fig. 21C). Todos los experimentos fueron
cuantificados en formaciéon de /dops representados en la Fig. 21B.
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En general, estos resultados sugieren que la fosforilaciéon de la Y658 de VE-
Cadherina es esencial en la capacidad de formar VM en células de melanoma

agresivo.

bi-c" C Scrambled MUM 2B siVE-Cad MUM 2B
v o ”

VE-Cad

Y658 VE-Cad

a-tubulin

Loops

SVECad VECadKO VE€CadKO  VE-Cad KO
+WTVE-Cad  +Y656F VE-Cad

MUM 2B VE-Cad K.0 MUM 2B VE-Cad K.O + WT VE-Cad MUM 2B VE-Cad K.O + Y658F VE-Cad

Fig. 22: La fosfotilacién de VE-Cadherina/pY658 es esencial en la capacidad de formar
VM en MUM 2B. A) experimentos de Western Blot cotroboraron la ausencia de VE-Cadherina
y pY658 en la linea celular MUM 2B K.O para VE-Cadherina editada genéticamente con la
mediante CRSPR-Cas9, C) experimentos de formacién de VM en matrigel puso de relieve el
papel esencial que tiene la expresion aberrante de Y658 de VE-Cadherina ya que tras introducir

mediante transfeccién (1pgr) y el mutante no fosforilable YG658F incapacitaba a la células para
formar VM, por el contratio el rescate de VE-Cadherina WT sobre la linea celular MUM 2B
K.O de VE-Cadherina capacité a las mismas para formar VM, B) cuantificacién de formacion
de /Joops por el programa Wimasis. Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio
Olympus CKX41 (Bars de 50 pm) La significacion estadistica se calculé utilizando una prueba
t de Student (sin emparejar, de dos colas) (* p <0.05, *x p <0.01, *** p <0.001) con
mediciones de al menos tres ensayos independientes. La barra de error denota la desviacién
estandar.
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La expresion de VE-PTP es esencial para la estabilidad de
VE-Cadherina y para formar VM

En el inicio del estudio de la familia de proteinas cadherinas, la expresiéon de
VE-Cadherina se consideraba como una cadherina clasica que estaba presente
especificamente en células endoteliales, mas en concreto fue analizada y

caracterizada en 1993 en placentas humanas 29,

En estudios posteriores'”, se
relacioné la expresion de VE-Cadherina por parte de las células de melanoma
altamente agresivas (MUM 2B, C8161 y C918, véase Fig.1 del articulo
citado),en particular, se relacioné la expresion molecular de VE-Cadherina y la
agresividad por capacidad de formar metastasis e invasiéon de tejidos aledafios
de la linea celular MUM 2B, que fue caracterizada en 2002”

comparado con la linea celular MUM 2C (sin capacidad de formar VM).

, todo ello
Posteriormente a estos estudios de VM, se ha reafirmado la posible implicacién
de VE-Cadherina en el fenémeno de VM y en el mal prondstico en

pacientes'*.

VE-PTP (como VE-Cadherina) se considera una proteina que juega un papel
muy importante en la regulacion de la permeabilidad celular, manteniendo el
balance de fosforilaciones de VE-Cadherina adecuadas a las condiciones que se
presentan y/o enfrentan las células de endotelio'**”*”. Profundizando en los
estudios sobre el posible rol de VE-PTP en la estabilidad vascular, observaron
recientemente un grupo en 2014*” que la desregulacion en la funcion de VE-
PTP sobre las células endoteliales, podria estar afectando a la vasculatura
ocular y que su inhibicién por el agente quimico (AKB-9978) estabilizaba dicha
vasculatura previa activaciéon de la ruta de Tie-2. Abriendo asi la salida del
farmaco por parte de la compafifa Aerpio Phamaceuticals en ensayos clinicos
(nétese que AKB-9978 esta actualmente en ensayos clinicos de Fase Ila:

NCT03197870 en pacientes con retinopatia diabética).

Siguiendo la linea de tiempo de resultados sobre la accion de VE-PTP sobre la
estabilidad de permeabilidad en la células endoteliales, en 2017*”, se puso de
manifiesto que la integridad y estabilidad de la vasculatura de las células
endoteliales estaba mediada por una proteina de puente de unién sobre la VE-

Cadherina y VE-PTP, dicha proteina era la plakoglobina que anteriormente se
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habia visto totalmente relacionada con la unién de VE-PTP a VE-Cadherina'®,

en el dominio V de la misma.

Un estudio aun mas reciente publicado por Andrea Tadei y colaboradores,
reportaron en 2018, escuetamente, que cuando VE-Cadherina esta presente
secuestra a Ezh?2 (histona-lisina metiltransferasa 2 perteneciente al grupo de
proteinas denominadas Po/ycomb) , especificamente Ezh2 se une a los residuos
450-473 de VE-Cadherina, (Véase Fig. 6 del articulo citado), y este secuestro
reprime los genes diana de Ezh2 (VE-PTP y claudina-5). Poniendo de
manifiesto, la posible relacién de VE-Cadherina en procesos epigenéticos de

regulacién de genes endoteliales.

Mas recientemente, en abril de este afio™”

se ha reportado la posible entrada de
tratamiento contra VE-PTP en la lesién diabética de rifién, aumentando asi el

posible potencial de la dinamica de VE-PTP sobre las células de endotelio.

Todo lo anteriormente comentado estd enfocado al estudio y/o dindmica de
VE-PTP sobre los mecanismos moleculares implicados en la permeabilidad

vascular como asi la integridad de la misma.

Teniendo en cuenta, por tanto, todos los conocimientos reportados sobre el
papel de VE-PTP, en la dinamica de la permeabilidad vascular, decidimos
explorar la posible relacién de VE-PTP y VE-Cadherina en un modelo tumoral
con capacidad de formar VM. Para ello, realizamos experimentos de Western
Blot sobre las lineas celulares MUM 2B, MUM 2C, C8161 y C81-61 para medir
asi la expresion de VE-PTP en las mismas (Fig. 23A), sorprendentemente solo
en las lineas celulares que expresan a nivel basal VE-Cadherina se correlaciona
con la expresion de VE-PTP. Esto nos abrié la posibilidad de indagar en el

mecanismo intracelular de VE-PTP en un modelo de formacion de VM.

Realizamos experimentos de qPCR de expresion de ARNm de VE-PTP (para
corroborar los resultados anteriores de expresion de VE-PTP) en las lineas
celulares MUM 2B y MUM 2C (Fig. 23B).

Se ha publicado que el silenciamiento de VE-PTP en la linea celular de
endotelio (HLMVEC) disminuye la expresion de VE-Cadherina con el
correspondiente aumento de las fosforilaciones en Y658, Y685 y Y731 de VE-
Cadherina®® (Véase Fig.l y 3 del articulo citado). Con dicha premisa,
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realizamos el silenciamiento de VE-PTP en la linea celular MUM 2B (Fig.
23F) y sorprendentemente tras el silenciamiento de VE-PTP los niveles VE-
Cadherina disminuyo segun lo previsto pero la expresion de la pY658
disminuyo casi por completo, los que nos hizo plantear el mecanismo por el

cual VE-PTP esta afectando a la dinamica intracelular de VE-Cadherina en
dicho modelo de VM.

Como hemos reportado anteriormente, una disminucién de la pY658 de VE-
Cadherina tiene un efecto sobre la represion de los genes diana dependientes
de Kaiso (CCND1 y WNT 11) (Véase Fig. 19 y 20). Con dicha premisa,
decidimos medir los niveles de expresion de ARNm de CCND1 y WNT 11 a
través de experimentos de qPCR (Fig. 23 C). Los niveles de CCND1 y WNT
11 disminuyeron tras el silenciamiento de VE-PTP confirmando los anteriores

experimentos realizados.

A continuacién, decidimos medir la capacidad de formar VM en matrigel en
MUM 2B tras el silenciamiento de VE-PTP, como se muestra en la Fig. 23D y
E, dicho silenciamiento de VE-PTP disminuy6 la formacién de /ops por parte
de las células MUM 2B. Finalmente, para confirmar los resultados expuestos,
realizamos experimentos de subfraccionamiento celular en la linea celular
HUVEC (Fig. 23G) (Control positivo de expresion y/o localizacion de VE-
Cadherina e VE-PTP) tras el silenciamiento de VE-PTP, y pudimos observar
que tras la inhibicién de expresion de VE-PTP la pY658 de VE-Cadherina
aumento en expresion y se desplazé debatiblemente hacia el nucleo.
Corroborando este udltimo experimento que la linea celular MUM 2B se
comporta de manera diferente a nivel de dindmica intracelular del eje VE-
Cadherina/VE-PTP.
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Fig. 23: La expresion de VE-PTP es esencial para la estabilidad de VE-Cadherina y
para formar VM. A) experimentos de Western Blot en las lineas celulares MUM 2B, MUM 2C,
C8161 y C81-61 mostraron que la expresion de VE-PTP solo estaba presente en las lineas
celulares de melanoma agresivo, B) qPCR de VE-PTP en células MUM 2B y MUM 2C
corroboro la diferencia de expresion de VE-PTP entre las lineas celulares. El silenciamiento de
VE-PTP, F) disminuy6 la expresion de VE-Cadherina como asi la pY658 en las células MUM
2B, en experimentos de qPCR dicho silenciamiento C) disminuy6 la expresion de los genes
diana dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11), D y E) experimentos de formaciéon de VM
en matrigel previo silenciamiento de VE-PTP , mostro que VE-PTP participa en la formacién
de VM en las células MUM 2B, Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio
Olympus CKX41 (Bars de 50 pm). La significacién estadistica se calcul6 utilizando una prueba
t de Student (sin emparejar, de dos colas) (* p <0.05, *x p <0.01, *** p <0.001) con
mediciones de al menos tres ensayos independientes. La barra de erro denota la desviacién
estandar. Finalmente, el silenciamiento de VE-PTP sobre la linea celular HUVEC, G)
cotrobot6 la dualidad de mecanica intracelular de VE-Cadhetina/VE-PTP en contraposicién

con las células de melanoma agresivo MUM 2B.
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VE-Cadherina y VE-PTP forman un complejo con pl20

catenina en células de melanoma

El complejo VE-Cadherina-catenina proporciona la columna vertebral de la
unién adherente en el endotelio. Sin embargo, en las células no endoteliales, las
proteinas que interactian con VE-Cadherina no han sido identificadas. A
través de experimentos de co-inmunoprecipitacién para analizar las proteinas
que interactian con VE-Cadherina y VE-PTP, demostramos que VE-
Cadherina forma un complejo fragil con VE-PTP en MUM 2B (Fig. 24A, 2C)
en comparacion con las células HUVEC, que es un control positivo, en tanto
en cuanto, se refiere a union de VE-PTP/VE-Cadherina en un contexto

endotelial normal®”

(Fig. 24B). Sorprendentemente, se detecto la presencia de
p120 catenina formando un complejo con VE-PTP en las células MUM 2B al
contrario de lo que se aprecia en las células HUVEC (Fig. 24B y 2C). Estos
resultados sugieren que VE-PTP podria estar involucrada en el control del
estado de fosforilacion de p120-catenina en las células de melanoma MUM 2B

por unién fisica sobre ella.

Para analizar el posible impacto de p120 en la estabilidad de VE-Cadherina en
MUM2B, llevamos a cabo un ensayo de subfraccionamiento de citosol-nicleo
después de silenciar p120, los resultados mostraron que pl20 protege la
estabilidad de VE-Cadherina (Fig. 24D). Finalmente, realizamos ensayos de
co-inmunoprecipitaciéon de p120 tras el silenciamiento de VE-PTP en células
MUM 2B, observamos que la unién de VE-Cadherina a p120 se perdia, dando
lugar a un aumento de la fosforilacién global de tirosina de p120, lo que sugiere
que VE-PTP salvaguarda la unién de VE-Cadherina a p120, vinculante toda
actividad de VE-PTP a las células VM" por el equilibtio entre la fosforilacion y
la desfosforilaciéon de p120 a través de la actividad fosfatasa de VE-PTP (Fig.
24E) siendo p120 catenina un posible sustrato para VE-PTP. Estos resultados
son compatibles con el aumento de fosfo-p120 (como resultado de la
inactivaciéon de VE-PTP) que es responsable de la disociacion del complejo,
para asi iniciar la protedlisis de VE-Cadherina. De hecho, se ha descrito que

295

solo la isoforma 1A de p120 puede ser sustrato de RPTPu™", correlacionado

con los resultados de la Fig. 24C (mayor unién de VE-PTP con la isoforma
1A de p120) y 24E (banda indicada de pTyr-p120 en el Western Blot de p-Try

global (4G10) en el experimento de inmunoprecipitacion de p120).
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Fig. 24: VE-Cadherina y VE-PTP forman un complejo con p120 catenina en células de
melanoma. A) experimentos de inmunoprecipitacién de VE-Cadhetina y VE-PTP en MUM
2B mostraron una pequefia unién de ambas proteinas en las células MUM 2B, B) en contraste,
en las células endoteliales (HUVEC) mostr6 una alta unién de VE-Cadherina a VE-PTP y solo
p120 tiene unién con VE-Cadherina y no con VE-PTP, C) sorprendentemente, p120 tiene una
alta unién con VE-PTP y VE-Cadherina en experimentos de inmunoprecipitacion en MUM
2B D) subfraccionamiento de citosol-nicleo con scb y sip120 mostraron que la estabilidad de
VE-Cadherina, asi como la fosforilacion de Y658 depende de pl120, E) finalmente, la
inmunoprecipitacion de p120 después de la inhibicién de VE-PTP produce un alto aumento
en la fosforilacién de p120 y disminuye la unién de VE-Cadherina.
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EL complejo VE-Cadherina/VE-PTP esta involucrado en la
resistencia a la degradacion por via autofiagica de VE-
Cadherina

Para diseccionar el mecanismo que conduce a la degradacién de VE-Cadherina
tras el silenciamiento de VE-PTP, se traté a las células MUM 2B con el
inhibidor de proteasoma (Lactacistina) y no evité la degradaciéon de VE-
Cadherina después de la desactivaciéon de VE-PTP (Fig. 25A). Recientemente,
un estudio ha informado que la formacién de VM fue promovida por la
autofagia inducida por bevacizumab en células tumorales de glioblastoma, que
se asocié con la resistencia tumoral a la terapia antiangiogénica a través de la
alta expresion de VEGFR-2*°. 1a inhibicién de la fusién de autofagosomas y
lisosomas con el tratamiento de cloroquina suprimi6 la degradacién de VE-
Cadherina después del silenciamiento de VE-PTP (Fig. 25A). Aun mas, los
niveles del sustrato mTOR p-p70SO6K (como una medida de la actividad
mTOR vy el estado de autofagia) disminuyeron en las células MUM 2B K.O
para VE-Cadherina (Fig. 25B), lo que sugiere que la presencia aberrante de
VE-PTP mantiene el estado y balance de fosforilacion necesaria sobre p120
para asi no llegar a término la degradacién controlada de VE-Cadherina via

autofagica.

Finalmente, experimentos de microscopia electrénica (Fig. 25C) en MUM 2B
y C8161 tras el silenciamiento de VE-PTP o en MUM 2B K.O para VE-
Cadherina; mostraron un incremento de las caracteristicas de morfologia
autofagica después del silenciamiento de VE-PTP o en las células inactivadas
para VE-Cadherina, lo que sugiere que la pérdida de cualquiera de las proteinas

del complejo desencadend la autofagia.
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Fig. 25: El complejo VE-Cadherina/VE-PTP esta involucrado en la resistencia a la
degradacion via autofagia de VE-Cadherina. A) la inhibicién del proteasoma a través del
tratamiento con Lactacistina (30 uM durante 30 minutos) con o sin siVE-PTP no impide la
degradacion de VE-Cadherina, el tratamiento con Cloroquina (20 pM durante 3 h) en las
mismas condiciones descritas anteriormente previenen la degradacion de VE-cadherina,
sugiriendo las posibles implicaciones de la autofagia después de las condiciones de siVE-PTP
en MUM 2B, C) los experimentos de microscopia electronica en condiciones de, siVE-PTP y
MUM 2B K.O para VE-Cadherina, mostraron que después de la inhibicién de VE-PTP
aumentan los autofagosomas (Bars: 1 um), B) Western Blot en las células MUM 2B K.O
mostraron una disminucién en la expresion de p-p70 con un aumento en la formacién de LC3-
11, D) la cuantificaciéon de los autofagosomas (células puntuadas con LC3-GFP) aumentd
después del silenciamiento de VE-PTP en las células MUM 2B y C8161, cada tratamiento se
realizo6 por triplicado, y los experimentos se repitié independientemente al menos tres veces.

Para confirmar la implicacién de la autofagia en la degradaciéon de VE-
Cadherina, realizamos experimentamos para cuantificar la formaciéon de
autofagosomas en las mismas condiciones descritas anteriormente tras la
transfeccion del plasmido LC3-GFP y observamos que los autofagosomas
(punteado por LC3-GFP) aumentaron después del silenciamiento de VE-PTP

en ambas lineas celulares de melanoma agresivo: MUM 2B y células C8161
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(Fig. 25D y Fig. 26A). Al analizar la base de datos cBioPortal, descubrimos
que los altos niveles de ARNm de PTPRB (gen que codifica para VE-PTP)
estaban inversamente asociados con la expresion de dos genes esenciales
involucrados en la autofagia, LAMP1 y ATG7 en el melanoma uveal (Fig.
26B), lo que sugiere que en pacientes esta interaccion podria ser relevante para

determinar las caracteristicas de autofagia del tumor.
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Fig. 26: El complejo VE-Cadherina/VE-PTP esta involucrado en la resistencia a la
degradacion por via autofagica de VE-Cadherina. A) los autofagosomas (células punteadas
con LC3-GFP) aumentaron después del silenciamiento de VE-PTP en las células MUM 2B y
C8161, cada tratamiento se realiz6 por triplicado y el experimento se repitid
independientemente al menos tres veces, las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio
Olympus CKX41(Bars: 1 um), B) analisis de la base de datos cBioPortal, una plataforma de
48333 muestras tumorales, mostraron la posible correlacion de dos genes implicados en
autofagia con la alta expresién de PTPRB en los mismos.
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VI. DISCUSION

El término angiogénesis se remonta al ano 1900 para referirse al desarrollo de
nuevos vasos sanguineos a partir del crecimiento y organizaciéon celular
orquestado por el organismo. En los inicios de los estudios de desarrollo de
angiogénesis estaban enfocados al conocimiento basico sobre el mecanismo de
embriogénesis fetal y posterior estabilizacién y organizacion de los mismos. No
es hasta la década de 1960 donde se utiliza el termino angiogénesis en procesos
implicados en cancer. En un principio los estudios sobre la angiogénesis
tumoral se centraron en la capacidad de las propias células endoteliales de
proliferar en brotacién hacia la localizacion del propio tumor, conjeturando asi
que las propias células endoteliales normales suftfan cambios de pérdida de
estabilidad en la organizacién de la polaridad luminal-basal por pérdida de los
contactos inter-endoteliales, todo ello bien orquestado en un entorno de

conexion célula-célula y estimulacién por diversas citoquinas (VEGE,

PDGF,TGF-B1 entre otras). Se pensé posteriormente que la brotacién de las
células endoteliales necesitaban como anclaje para su proliferacion y éxito de
formacion vascular las denominadas células periciticas (pericitos), teniendo
estas una gran diversidad dependiente de su origen como de su consiguiente
diferenciacién tejido especifica. Posteriormente surgieron diferentes modelos
de formacién de angiogénesis tumoral dependiendo de las caracteristicas de las
células tumorales en cuestion, llevando asi el término y estudio de la
angiogénesis tumoral a un plano mas longitudinal. En la década de 1990, se
desarrollé por parte de diferentes grupos cientificos la imperativa necesidad de
modelizar diferentes mecanismos de supervivencia por parte de las células
tumorales mediada por formacién de vasos de novo o aprovechamiento sobre
los vasos sanguineos ya preexistentes. Mientras se desarrollaban terapias anti-
angiogénicas contra el anclaje de VEGF sobre las células endoteliales
(bevacizumab, aprobado por la FDA en 2004 para el tratamiento de cancer
colorectal), otros grupos cientificos exploraban otros posibles mecanismos de

angiogénesis tumoral en diferentes modelos.

En 1999, se introdujo en la comunidad cientifica el termino denominado
Vasculogenic Mimicry, que en un inicio se describié como la capacidad de las
células tumorales de melanoma uveal y cutaneo PAS positivas y CD31

negativas en la formacién de pseudovasos sanguineos que tienen capacidad de
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fluir sangre y fluidos por los mismos, en un mecanismo independiente por
parte de las células endoteliales adyacentes o posible atraccion por brotacion
endotelial. En 2001, se observé que las células tumorales de melanoma con
capacidad de formar VM sobreexpresaban la cadherina endotelial vascular
(VE-Cadherina), considerada como cadherina especifica por parte de las células

endoteliales hasta dicho afio.

El Mimetismo Vasculogénico (VM) permite por tanto, la perfusiéon tumoral
debido a la capacidad especifica de las células malignas para formar redes en
forma de vasos que proporcionan suficiente suministro de sangre para el
crecimiento del tumor”. Un nimero creciente de estudios ha indicado que la
angiogénesis tumoral no solo incluye los vasos dependientes del endotelio, sino
que también depende del VM formado por la matriz extracelular de las células
cancerosas’”. De hecho, los canales del VM, los vasos sanguineos en mosaico y
los vasos endoteliales coexisten en tumores malignos y pueden intercambiar
dindmicamente el estado de cada uno de acuerdo con las fluctuaciones en el

microambiente tumoral'*®

. El mecanismo que permite a las células tumorales la
adquisiciéon de este fenotipo ain permanece bajo estudio. En el contexto de
endotelio normal, VE-Cadherina se somete a una internalizacién constitutiva
impulsada por un motivo endocitico tnico que también sirve como un sitio de
unién a pl120 catenina. pY658 sirve como una sefial para iniciar la disociacion
de p120 catenina de VE-Cadherina permitiendo su internalizacion'*"'*!. Tas
modificaciones postraduccionales de VE-Cadherina desencadenan cambios de
unién e internalizacién de VE-Cadherina. En particular, pY658 se encuentra
dentro de la regién de unién a p120 catenina y se ha demostrado que es el sitio
de unién a p120-catenina responsable de la internalizacion de VE-Cadherina'®
y la inhibicién de la actividad de FAK impide la metastasis tumoral al mejorar

la funciéon de la barrera endotelial'®,

Ademas, se ha publicado que la
fosforilaciéon de Y658 reduce la unién a p120, un importante estabilizador de
cadherinas en la membrana celular™'. FAK se fosforila en las posiciones Y397
y Y576 en melanoma altamente agresivo, pero no en células de melanoma
poco agtesivo; estos cambios postraduccionales son indicativos de una FAK*!
completamente activada. Esta Y397 auto-fosforilada de FAK en células de
melanoma  altamente agresivas podria explicar los altos niveles
constitutivamente elevados de pY658. Como se muestra en la Fig.15, las
alteraciones tanto en la dosificacién génica, como en la expresion de ARNm de
FAK (PTK2) se encuentran con frecuencia en pacientes con melanoma uveal
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(el 57% de los melanomas uveales humanos muestran alteraciones genéticas o
regulacién al alza del ARNm de PTK2) y, lo que es mas interesante, estas
variaciones estan directamente relacionadas con la supervivencia general, y
luego destacan la importancia de la expresion de FAK en la progresion de los

melanomas uveales humanos.

Inesperadamente, nuestros resultados demostraron que las células de
melanoma maligno que muestran la capacidad de formaciéon de VM, expresan
constitutivamente altos niveles de pY658. pY658 y p120 forman complejo de
manera permanente, también presente en el nucleo. La explicacion mecanistica
detras de la persistencia de este complejo no esta elucidada y podria deberse a
alteraciones en el sitio de uniéon de p120 a VE-Cadherina o simplemente como
resultado de tener una gran poblaciéon de pY658 que satura de manera
estequiométrica, teniendo como consecuencia final la no separaciéon de p120
del complejo. De la misma manera, el mecanismo por el cual pY658 entra en el
nucleo no se conoce actualmente. En estas células transformadas, una gran
poblacion de pY658 esta en asociaciéon permanentemente con pl120 y puede
usar el mismo mecanismo de importacién nuclear que p120*”. Otra posible
causa sobre la translocacion nuclear del complejo VE-Cadhetina/p120 se debe
en parte a la posible e inesperada acciéon de VE-PTP sobre la dinamica de
fosforilaciones sobre p120, ya que estas lineas celulares de melanoma agresivo
expresan niveles inesperados de VE-PTP, que, ademas, fosforila de manera
especifica las tirosinas de pl120, manteniendo asi a pl20 en un estado
fosforilado aberrante (Véase Fig. 24E). Por otro lado, la translocaciéon de VE-
Cadherina como de pl20 son mutuamente dependientes, ya que los
silenciamientos de ambas abolen la capacidad de translocacién nuclear de la
contraria (Véase Fig. 16E y Fig. 24D). Poniendo de manifiesto estos
resultados, la dependencia de formacién del complejo p120/VE-Cadherina
para realizar sus funciones de desplazamiento sobre posibles proteinas con

capacidad transcripcional.

Debido a que p120 se une a las cadherinas clasicas, tanto en el endotelio como
en otros tejidos, es un regulador importante de la dindmica de la unién
adherente y es en buena parte responsable de las condiciones cambiantes en el
microambiente tumoral, entendiendo estos procesos como fluctuaciones del

trafico intracelular sobre la dindmica de p120/VE-Cadherina en concreto.
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Dichas fluctuaciones de dinamicas intracelulares de permeabilidad celular
dependientes de la superfamilia de proteinas cateninas y cadherinas siguen
brindando un area importante para la investigacion sobre los posibles
mecanismos intracelulares de movimiento y estrechamiento celulares aportados
por el recambio de posicién del complejo cadherinas/cateninas con unién al
citoesqueleto celular. Existe un desacuerdo significativo sobre qué sitios
pueden fosforilarse en diferentes condiciones y si la uniéon de pl20 esta
interrumpida tras las estimulacién de factores proangiogénicos™"'*!. Ademis,
los conocimientos moleculares de la dinamica de VE-Cadherina en las células
tumorales aun no se han dilucidado por completo. En la presente tesis
doctoral, nos centramos en la quinasa FAK que se ha informado que es critica
para la internalizacién de VE-Cadherina al ser diana del residuo Y6587,
Nuestros resultados muestran que la fosforilacion de VE-Cadherina en el
residuo Y658 es necesaria (pero no suficiente) para que las células de
melanoma maligno se sometan a un comportamiento endotelial normalizado.
El trafico intracelular de pY658 esta claramente alterado como consecuencia de
la persistencia del complejo p120/pY658 (Fig. 17). En el compartimento
nuclear, este complejo persiste en virtud de la fosforilaciéon de Y658: la
inhibicién de la quinasa FAK o silenciamiento de FAK evit6 en gran parte la
formacion de complejos entre VE-Cadherina y p120. Similar a la sefializacién
de B-catenina sobre la dinamica de intercambio citosol-nicleo y su accién de
modificacién transcripcional, p120 también puede localizarse en el nucleo y
realizar cambios en la sefializacién nuclear™'. Daniel y Reynolds publicaron
originalmente la posible asociacién de p120 con el factor de transcripcion

Kaiso'"

En general, se cree que Kaiso se une a las regiones promotoras a través de dos
mecanismos diferentes: mediante una secuencia consenso de ADN
especifica’”!, o mediante la unién a dinucle6tidos CpG metilados'”. Si bien se
ha estudiado poco en comparacién con la sefializacién nuclear de B-catenina,
los datos disponibles sugieren que Kaiso actia principalmente como un
represor transcripcional y que la unién a p120 activa la transcripcién de los
genes diana de Kaiso por incapacidad de unién fisica de accion sobre sus genes
diana. De acuerdo, la sobreexpresion de p120 revirti6 la expresion mediada por
Kaiso en la actividad del gen Siamosis, CCND1, WNT 11 y MMP-7, mientras

18 Nuestros resultados

que el silenciamiento de p120 tuvo el efecto contrario
colocan a pY658 como un posible actor integrante en la regulacién de la
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represion génica dependiente de Kaiso y conectan las elevadas cantidades de
pY658 con malignidad tumoral (formacién de VM) y por su capacidad de
potenciar la formacién del complejo p120/Kaiso, evitando el reclutamiento de
Kaiso a los sitios especificos KBS (sitios especificos de unién a Kaiso). Como
resultado, la expresion elevada de genes reprimidos por Kaiso, como WNT 11
y CCDN1 amplifica la capacidad y adaptacién de formaciéon de VM de manera
mas eficiente por parte de las células de melanoma. Los Wnt son morfégenos
con funciones bien reconocidas durante la embriogénesis y se ha demostrado
que la sefializaciéon de Wnt aberrante es importante en diferentes entornos de la

carcinogénesis3 03,304

WNT 11 estimula la proliferacion, la migraciéon y la
invasion de células tumorales y la proteina CCDN1 (Ciclina D1) esta altamente
expresada en pacientes con poélipos adenomatosos, adenocarcinoma colorrectal

305

primario y poliposis adenomatosa familiar™”, y en ratones portadores de

adenomas intestinales por neoplasia intestinal multiple®”. Ademis, la
sobreexpresion en las familias de proteinas ciclinas, se ha correlacionado con la

formacién de melanoma uveal'®

. Aqui documentamos una conexién directa
entre la modificaciéon postraduccional de VE-Cadherina y el aumento de la
formacion de VM causada por la expresion desregulada de WNT 11 y

CCDNI1.

En la Fig. 27 mostramos un resumen grafico que resume nuestro modelo
actual presentado en esta tesis doctoral: las células de melanoma maligno, ya
sean cutaneas y/o uveales, expresan grandes cantidades de FAK que conducen
a cambios postraducionales de pY658 constitutivamente activos a nivel basal.
La localizacion subcelular de VE-Cadherina fosforilada en el residuo Y658 es
tanto el citosol como el nucleo. Incluso en ausencia de un estimulo externo
(como tratamiento con VEGF-A o histamina) se expresa pY658, contrario de
lo que se ha demostrado para las células endoteliales sobre dindmica
intracelular catenina-cadherinas. La p120 catenina permanece en complejo con
pY658. Mas sorprendentemente, para permitir la localizacion nuclear de p120,
VE-Cadherina debe ser fosforilada por FAK, cuya inhibicién promueve la
acumulacién de p120 en el citosol. La accion nuclear de p120 sobre el represor
del factor de transcripcion Kaiso requiere per se de pY658 unida al complejo y
la inhibicién sobre la fosforilacion de VE-Cadherina aumenta el reclutamiento
de Kaiso (luego la represion de la expresion génica) sobre los genes
dependientes de Kaiso, asi como CCDN1 y WNT11. La presencia de pY658
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aberrante permite la regulacion positiva de los genes dependiente de Kaiso que
a su vez acelera la capacidad de VM en las células tumorales de melanoma con

capacidad de formar VM estudiadas en esta tesis doctoral.
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Fig. 27: modelo esquematico del proceso de VM en células de melanoma agresivo presentado
en esta tesis doctoral. Se proporciona mas detalles en el texto.

Si bien el papel de la VE-Cadherina como actor del comportamiento
pseudoendotelial de las células de melanoma maligho se ha descrito

amp]jamente13 3146219

y expuesto anteriormente, ningun estudio ha abordado
hasta ahora las implicaciones de VE-PTP en el desarrollo de VM. Los
resultados anteriores han esclarecido la posible implicacion de VE-Cadherina
en las células tumorales con capacidad de VM debido en gran parte a la
expresion aberrante de pY658 y localizaciéon de la misma en varias ubicaciones
intracelulares (incluido el nucleo) que confieren a las células la plasticidad
necesaria para experimentar una diferenciaciéon pseudoendotelial. Para obtener
mas informacién sobre la causa de esta poblacion de VE-Cadherina
fosforilada, nos centramos en la posible actividad de la fosfatasa VE-PTP, que

mantiene la dinamica de cambios postraduccionales de VE-Cadherina en las
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células endoteliales, como ha sido ampliamente estudiado'***”. A pesar de la
gran expresion de VE-Cadherina por parte de las lineas celulares MUM 2B y
(C8161, la unién a VE-PTP en dichas lineas es limitada o nula, lo que sugiere
que la mayoria de la poblacién de VE-Cadherina no esta en complejo con VE-
PTP (en comparacion con las células endoteliales Fig 24A y B), tolerando asi
las células de melanoma VM la acumulacién de pY658 y la unién a p120,
mientras que las uniones estrechas de las células endoteliales requieren un
complejo de VE-PTP/VE-Cadherina estable y abundante para mantener la
permeabilidad vascular estrictamente bajo control, independientemente de la
actividad fosfatasa por parte de VE-PTP sobre VE-Cadherina®®. En las células
de melanoma agresivo con capacidad de formar VM, esa no presencia (células
nulas VE-PTP, siRNA de VE-PTP) de VE-Cadherina no unida a VE-PTP
inicia la protedlisis via autofagica de VE-Cadherina (aumenta pTyr-p120, Fig.
24E) y finalmente disminuye la capacidad de VM (Fig. 23D) o la situacion
inversa células VE-PTP positivas aumentan la capacidad de formar VM (Fig.
28). La pregunta sigue siendo cémo una cantidad relativamente pequefia de
VE-PTP protege de la protedlisis y qué sefial emerge para el posible
mantenimiento del complejo pY658/p120 escapando de la degradacion via
autofagica. A diferencia de las células endoteliales, p120 catenina también esta
firmemente unida a VE-PTP (Fig. 24B y C), y la pérdida de este complejo
(después del silenciamiento siVE-PTP) conduce a un aumento de la
fosforilaciéon de pl120-catenina y la degradaciéon de la VE-Cadherina. Estos
resultados abren el campo de investigaciéon sobre un nuevo mecanismo para
controlar el mecanismo de VM a través del equilibrio entre VE-PTP/VE-
Cadherina y el estado de fosforilacién de p120 de las células VM' de melanoma

agresivo.

En la Fig. 28 esta representado el posible mecanismo de evasion de
degradacion de VE-Cadherina por parte de la actividad fosfatasa de VE-PTP
sobre p120 en el mecanismo aberrante de formacién de VM llevado a cabo por

las células de melanoma cutaneo y uveal humano.
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Fig. 28: principales vias de sefializacion involucradas en células de melanoma agresivas VM
VE-PTP positivas y nulas.

En resumen, los resultados presentados en esta memoria aportan nuevos
elementos para la elucidaciéon de los mecanismos de diferenciacion de la célula
tumoral a pseudo-endotelial, situando a la elevada fosforilacion de VE-
Cadherina y a la ausencia de control por parte de VE-PTP como alteraciones
fundamentales, capaces de provocar una serie de cambios y una intrincada
respuesta de las células tumorales para adaptarse a un entorno hostil. Por otro
lado, nuestros resultados ponen de manifiesto que la actuacion farmacolégica
sobre la fosforilaciéon de VE-Cadherina podria controlar la formaciéon de VM y,

eventualmente, conducir al control del tumot.
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VII.

CONCLUSIONES

Las células de melanoma uveal (MUM 2B) y cutaneo (C8161) con
expresion de VE-Cadherina y capacidad de formar VM, tienen a nivel
basal una alta expresion de pY658 de VE-Cadherina (pY658).

La inhibicién de la quinasa de adhesiones focales (FAK) o su
silenciamiento genético disminuyen los niveles de Y658 de VE-
Cadherina e impiden la formacién de VM en células de melanoma.

VE-Cadherina y su fosforilacion en el residuo Y658 pueden tener una
localizacion nuclear dependiente de la actividad quinasa de la FAK.

La localizacion nuclear de VE-Cadherina como también de la catenina

p120 son mutuamente dependientes una de la otra.

VE-cadherina puede formar complejo con p120 y Kaiso en el nucleo
celular, dependiente de la actividad pY658 mediada por FAK.

La inhibicién de la FAK o VE-Cadherina disminuye la expresion de los
genes dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11) y aumenta el
reclutamiento de Kaiso sobre los promotores de sus genes diana
(CCND1 y WNT 11).

Las células MUM 2B K.O para VE-Cadherina no desarrollan VM como
asi tampoco el rescate de VE-Cadherina mutada su Y658 a I.

VE-PTP esta presente en las células con capacidad de formar VM y su
silenciamiento disminuye la formacién de VM por disminucién de VE-
Cadherina y pY658.

El silenciamiento de VE-PTP disminuye la expresiéon de los genes
dependientes de Kaiso (CCND1 y WNT 11).
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VE-PTP se une fuertemente a la catenina p120 y ligeramente a VE-
Cadherina.

Fl silenciamiento de VE-PTP aumenta las fosforilaciones de tirosinas de
p120 produciendo la desunién de la misma con VE-Cadherina.

La degradaciéon de VE-Cadherina es via autofagica, dependiente del
estado de fosforilacién de p120 a través de la acciéon de VE-PTP sobre
la misma.
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IX. ANEXOS

Glosario de abreviaturas

«SMA
36B4
ABCB5
ADN
ADAMTS1
AKB-9978
AktR
ANGPT 1/2
ARN

ATG

ATP

Bcl-2
BNIP-3
BTB/POZ
BSA

C-Fos
CAF
CCN2
CCND1
CTNND1

CD31/PECAM-1

CD34

CD106/VCAM-1

CD133

CDHS5/VE-Cad

CDKN2A
CK1
COLA4A2
CoREST
COXx2

a-smooth muscle actin

Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO
ATP-binding cassette sub-family B member 5
Acido dexosiribonucleico

Metalloproteinase with thrombospondin motifs 1
VE-PTP inhibitor

AC-alpha serine/threonine-protein kinase
Angiopoyetinas 1/2

Acido ribonucleico

Autophagy Related Protein

Adenosine triphosphate

B-cell Lymphoma 2

BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3
BR-C, ttk and bab/ Poxvirus and Zinc finger protein
Bovine Serum Albumin

Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit
Cancer-associated fibroblast
Connective tissue growth factor
Cyclin D1

Catenin delta-1
Plateled endothelial cell adhesion molecule
Sialomucin protein

Vascular cell adhesion protein-1

Prominin-1

Vascular endothelial cadherin

Cyclin-dependent kinaseinhibitor 2A

Casein kinase 1

Colageno IV a2

REST corepressor 1

Cyclooxygenase 2

173



CSCs
CRISPR
CRM1
C-Kit
DAPI
DEP1
DEC
DTM
EDG1
EDF1
EDTA
EGFR
ENG
eNOS
ERK
EphA2
EGM-2
ESM1
ET-1
Ezh2
FBS
FBN1
FAK
FLT-1
FLT-3
Flk-1/KDR
FRNK
GENT
GNAQ
GFP
GSK3p
GLIS2
GTP
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Cancer stem cells

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

Chromosomal maintenance 1
Proto-oncogene ¢-KIT/CD117
4' 6-diamidino-2-phenylindole
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta
Dominio extracellular
Dominio transmembrana
Endothelial differentiation gene 1
Endothelial differentiation-related factor 1
Ethylenediaminetetraacetic acid
Epidermal growth factor receptor
Endoglin
Endothelial NOS
Extracellular signal-regulated kinase
Ephrin type-A receptor 2
Endothelial Cell Growth Medium-2
Endothelial cell-specific molecule 1
Endothelin 1
Enhancer of zeste homolog 2
Fetal bovine serum
Fibrillin-1
Focal adhesion kinase
Fms Related Tyrosine Kinase 1
Fms like tyrosine kinase 3
Fetal Liver Kinase 1/ Kinase insert domain receptor
Focal adhesion kinase (FAK)-related nonkinase
Gene Expression across Normal and Tumor tissue
Guanine nucleotide-binding protein G
Green fluorescent protein
Glycogen synthase kinase 3 beta
GLIS family zinc finger 2

Guanosine triphosphate



HLMVEC
HUVEC
HIF-1a
HRE
HRP
KBS
LAMP1
LAMC2
LC3
LOXL2
MCAM
MLANA
mTOR
MITF
MEK
MMP
MYC
NES
NLS
NRP-1
NP-40
PAS
PBS
PARP
PAGE
PAK
PDGF-B
PDGFR
PI3K
PKC
POZ-ZF
PTK2
PMSD5

Human Lung Microvascular Endothelial Cells
Human umbilical vein endothelial cells
Hypoxia-inducible factor 1-alpha
Hypoxia response element
Horseradish peroxidase
Kaiso binding sites
Lysosomal-associated membrane protein 1
Laminin subunit gamma-2
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B
Lysyl oxidase homolog 2
Melanoma cell adhesion molecule
Melanoma antigen recognized by T cells 1
Mammalian target of rapamycin
Microphthalmia-associated transcription factor
Mitogen-activated protein kinase kinase
Matrix metalloproteinase
Proto-oncogene, bHLH transcription factor
Nuclear export signal
Nuclear localization sequence
Neuropilin-1
Nonyl phenoxypolyethoxylethano
Periodic acid—Schiff
Phosphate-buffered saline
Poly (ADP-ribose) Polymerases
Polyacrylamide gel electrophoresis
Serine/threonine-protein kinase
Platelet-derived growth factor subunit B
Platelet-derived growth factor receptors
Phosphoinositide 3-kinases
Protein kinase C
Poxvirus and Zinc finger protein
Protein tyrosine kinase 2

Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase, 5
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PVDF Polyvinylidene fluoride

REST RE1-Silencing Transcription factor

RNA Ribonucleic acid

ROS Reactive oxygen species

RPTP Receptor-type tyrosine-protein phosphatase

RAF Serine/threonine-specific protein kinases

RET RET proto-oncogene/receptor tyrosine kinase
RPL30 Ribosomal protein 1.30

SDS Sodium dodecyl sulfate

SELE E-selectin

SHP Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1
SRC Proto-oncogene tyrosine-protein kinase

TAM Tumor-associated macrophages

TCF/LEF T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor
TFPI Tissue factor pathway inhibitor

TIE Tyrosine-protein kinase receptor

TGF-$ Transforming growth factor beta

TNF-a Tumor necrosis factor alpha

TYR Tyrosinase

TYRP1 Tyrosinase-related protein 1

Vav2 Guanine nucleotide exchange factor

VEGF Vascular endothelial growth factor

VEGFR Vascular endothelial growth factor receptor
VE-PTP Receptor-type tyrosine-protein phosphatase beta
WNT Drosophila gene wingless/ proto-oncogene integration-1
ZBTB33 Zinc Finger and BTB Domain Containing 33 /Kaiso
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