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ABREVIATURAS

AA

ADAM

ANA

Axl, sAxl

BBB

BNP

CRP

cDNA

DNA
EGF
ERK
Factor Xa

FNIII

Gas6
GLA
Gla
Glu
LES
LPS

MAPK

Aminoacidos.

(A4 disintegrin and metallopeptidase family), familia de metaloproteasas y
desintegrinas.

(Anti-nuclear antibodies), anticuerpos antinucleares.

Receptor tirosina quinasa Axl (del griego anexelecto, descontrolado) y su forma
soluble.

(Blood-brain barrier), barrera cerebro-vascular.

(Brain natriuretic-peptide), Péptido natriurético cerebral o péptido natriurético
tipo B.

(C-reactive protein C), proteina C reactiva.

(Complementary deoxyribonucleic acid), acido desoxiribonucleico
complementario.

(Deoxyribonucleic acid), acido desoxiribonucleico.

(Epidermal growth factor), factor de crecimiento epidérmico.

(Extracellular signal-regulated kinase), quinasa regulada por sefal extracelular
Factor X de la coagulacion activado.

Modulo proteico con un plegamiento similar a los dominios tipo III de la
fibronectina.

(Growth arrest specific gene 6), producto del gen 6 especifico de parada celular.
Dominio de carboxilacién/gamma carboxiglutdmico dependiente de vitamina K.
Acido gamma carboxiglutdmico
Acido glutamico.

Lupus eritematoso sistémico.

Lipopolisacérido bacteriano.

(mitogen-activated protein kinase), proteina quinasa activada por un mitégeno.



MerTk Receptor tirosina quinasa MerTk, expresada en monocitos y tejidos epiteliales y
reproductivos, y su forma soluble (sMerTk).

MITF (Microphthalmia-associated transcription factor), factor de transcripcion
asociado a microftalmina.

PCD (Programed cell death), muerte celular programada.

PCR (Polymerase chain reaction), reaccion en cadena de la polimerasa.

PDGF (Platelet-derived growth factor), factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PS Fosfatidilserina.

PROSI Gen humano que codifica la proteina S vitamina K dependiente del plasma.

PTKs (Protein tyrosine kinases), proteinas tirosina quinasas.

RNA (Ribonucleic acid), acido ribonucleico.

RTKs (Receptor tyrosine kinase), receptores tirosina quinasa.

SHBG (Sex hormone-binding protein), proteina de unidon a hormonas sexuales.

siRNA (Small interfering RNA), fragmentos de RNA de interferencia.

SNP (single nucleotide polymorphism). Polimorfismo de nucledtido simple.

TAM Subfamilia de proteinas tirosina quinasa compuesta por tres componentes: Tyro3,
Axl y MerTk.

Tyro3, sTyro3 Gen de proteina tirosina quinasa 3 y su forma soluble.

VEGF (Vascular endothelial growth factor), factor de crecimiento del endotelio
vascular.

VKDPs (Vitamin K-dependent proteins), proteinas dependientes de vitamina K.

VSMC (Vascular smooth muscle cells), células de la muscular lisa del sistema vascular.

Wwox Dominio WW que contiene oxidoreductasa.



I.

INTRODUCCION

La presente tesis estd dirigida a evaluar componentes del sistema Gas6-TAM como
posibles marcadores de diagnostico en tres patologias humanas: cancer de colon, lupus
eritematoso sistémico e insuficiencia cardiaca. Para ello se cuantificaron parametros relacionados

con componentes de este sistema en grupos de pacientes de estas enfermedades.

El sistema Gas6 / ProtS - TAM

Los receptores proteina tirosina quinasa

Los receptores tirosina quinasa (RTKs) son un grupo de proteinas de membrana que
ayudan a regular y coordinar complejos procesos celulares. Estas proteinas son capaces de
desencadenar una cascada de sefalizacion para regular procesos de crecimiento, diferenciacion,
migracion, adhesion y muerte celular. Los avances de los tltimos 20 afos de investigacion han
revelado que estas proteinas no solo regulan estos procesos con gran precision, sino que ademas
defectos en los mismos pueden participar en el desarrollo de enfermedades de tipo
cardiovascular, inmunologico y en cancer (Zwick, Bange et al. 2001). Por este motivo las rutas
de senalizacion controladas por RTKs ofrecen posibles vias de intervencion en estas

enfermedades a nivel de diagnostico y tratamiento.

En el genoma humano se han identificado 90 genes que codifican proteinas tirosina
quinasa, de los cuales 58 codifican para receptores de membrana celular. Estos pueden ser
agrupados en 20 subfamilias, basados en la secuencia de su dominio quinasa (Robinson, Wu et
al. 2000). De estos, los receptores de la subfamilia TAM (el nombre deriva de las iniciales de
cada receptor Tyro3-Axl-MerTk) junto al receptor de angiopoietina (TIE), estdn presentes
unicamente en vertebrados (Manning, Whyte et al. 2002). Los receptores TAM se caracterizan

por tener una secuencia aminoacidica conservada (KW (I/L)A(I/L)ES) entre el dominio quinasa
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y el dominio de unidén molecular, y en que su estructura extracelular es muy semejante entre si y
diferente al resto de los receptores tirosina quinasa, consistiendo especificamente en dos
dominios semejantes a la inmunoglobulina y dos dominios de fibronectina tipo III (Linger,

Keating et al. 2008).

En la figura 1 se presenta un esquema de los 20 grupos de receptores tirosina quinasa,
incluyendo la subfamilia TAM. Se trata de proteinas multimodulares que se clasifican en funcioén
de los mdédulos que componen su estructura extracelular y su nimero. En la figura se observa la
diferencia en la arquitectura de la parte extracelular entre cada una de las subfamilias, a pesar de
que muchos de los modulos que aparecen se encuentran en mas de un grupo de genes. Los més
comunes son los mdédulos con un plegamiento de tipo inmunoglobulina (Ig, 11 subfamilias),
seguidos de los moddulos fibronectina IIT (FNIIL, 5 subfamilias), que en muchas ocasiones se

encuentran organizados en tandems de dos a siete modulos.
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Figura 1. Las 20 subfamilias de receptores tirosina quinasas. En la figura se observa la variedad de

dominios que componen estos receptores. Destaca la prevalencia del dominio de fibronectina III (FNIIIL,

cilindro naranja), el dominio similar a inmunoglobulinas (Ig, cilindro azul), seguido de los dominios ricos

en leucina (L, cilindro verde) (L, cilindro verde) (Lemmon and Schlessinger 2010).

El sistema TAM estd formado por un grupo de tres receptores Tyro3, Axl y MerTk

(TAM), siendo sus ligandos las proteinas secretadas solubles Gas6 y proteina S. Es un sistema

que se identifico a mediados de los afios noventa, por lo que en la actualidad hay numerosos
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estudios que han trabajado sobre su biologia. Una busqueda en PubMed en Octubre de 2014
encuentra 428 articulos sobre Gas6, 701 sobre Axl, 243 sobre Tyro3/Tyro-3 y 322 sobre MerTk.
Con los descubrimientos iniciales sobre su posible funcion, se empez6 a estudiar su efecto en
diferentes enfermedades, especialmente en patologia cardiovascular y céancer, ademas de
enfermedades autoinmunes y problemas de la vista. A continuacién describiré los aspectos

bioquimicos de los factores mas importantes de este sistema de ligandos-receptores.

Los ligandos de TAM vy las proteinas dependientes de vitamina K

Se conocen como ligandos aquellas sustancias que son capaces de unirse a una
biomolécula, con algln fin bioldgico. Esta union se da mediante interacciones moleculares como
los enlaces id6nicos, las fuerzas de van der Waals o los puentes de hidrogeno, y es de caracter
reversible. La unidon de un ligando a un receptor, como en el sistema TAM, deriva en un cambio
de la conformacion de este ultimo, alterando su estado funcional. Entre los tipos de ligandos de
receptores podemos encontrar enzimas y sustratos, ligandos activadores e inhibidores. En 1995
se identifico por primera vez a Gas6 y a su homologo proteina S como ligandos de los receptores
tirosina quinasa Axl y Tyro3, respectivamente (Stitt, Conn et al. 1995; Varnum, Young et al.
1995). En 1996 también se identificd al receptor MerTk como un receptor activado por Gas6
(Nagata, Ohashi et al. 1996), y muy posteriormente se demostrd que proteina S podia también
interaccionar con el tercer componente de la familia (Prasad, Rothlin et al. 2006; Uehara and

Shacter 2008).

En los receptores TAM, encontramos que sus ligandos son de tipo activador, y son
proteinas dependientes de vitamina K (vitamin K-dependent proteins, VKDPs). Este tipo de
proteinas contiene un dominio GLA (domino que contiene acido y-carboxiglutdmico) en la
region N-terminal. La vitamina K es necesaria para poder catalizar la transformacion de residuos
de 4cido glutamico a residuos de acido y-carboxiglutamico (Gla), en este dominio de la proteina.
Estos residuos Gla tienen afinidad por iones de calcio (Stenflo and Suttie 1977; Hansson and
Stenflo 2005). En vertebrados existen dos grupos de estas proteinas en funcion del niimero de
residuos Gla que contengan (Figura 2). El primero se caracteriza por la presencia de 3 a 5

residuos de Gla. Este grupo incluye la osteocalcina, una proteina del tejido 6seo, la proteina
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asociada a la matriz de cartilago (Upper zone of growth plate and cartilage matrix associated
protein, UCMA), también conocida como proteina rica en Gla (Gla-rich protein, GRP), y la
proteina Gla de la matriz (matrix Gla protein, MGP). Estas proteinas son importantes para la
homeostasis del calcio en el crecimiento 6seo y los procesos de calcificacion extradsea (Furie,
Bouchard et al. 1999). Las proteinas de este grupo son de bajo peso molecular, conformadas por

unos 100 aminoacidos en promedio, y tienen una estructura lejanamente relacionada entre si.

El segundo grupo de VKDPs tienen entre 9 y 12 residuos Gla que se agrupan en el
dominio GLA amino terminal. Estas proteinas participan en la coagulacion y tienen en este caso
un modulo proteico de 45 aminodcidos con gran similitud estructural (Bouchard, Furie et al.
1999). Un ejemplo de este grupo de proteinas es la protrombina o factor II de la cascada de
coagulacion. Esta es la proteina precursora de la trombina, a su vez la encargada de transformar
fibrindgeno en fibrina. La fibrina es el componente esencial del coagulo sanguineo y el principal
componente del recubrimiento de las zonas vasculares dafadas para evitar la hemorragia y
reparar el dafio. En este Gltimo grupo también encontramos factores de crecimiento como lo son

Gas6 y proteina S, ligandos del sistema TAM.
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Figura 2. Estructura modular de las proteinas dependientes de vitamina K (VKDP). Estas proteinas son
multimodulares, con una composicion de modulos en las que destacan los dominios similares a EGF, que
se repiten en siete proteinas. Las proteinas se dividen en dos grupos: aquellas que funcionan en la cascada
de coagulacion, como el factor VII (FVII), el factor IX (FIX), el factor X (FX) y el factor II de la
coagulacion o protrombina (PT); anticoagulantes naturales del plasma como la proteina Z (PZ), la
proteina C (PC) y la proteina S (PS). Un segundo grupo no participa directamente en la cascada de la
coagulacion, como es el caso de Gas6, los genes que codifican las proteinas transmembrana con médulo
Gla (PRGP1-4), y las proteinas reguladoras de la homeostasis del calcio osteoclacina (OC), proteina Gla

de la matriz (MGP), periostina (PO) y la proteina asociada a la matriz de cartilago (UCMA).

En los afios 1997 y 2001 se descubri6 otro grupo de proteinas dependientes de vitamina
K, la proteina &cida y—carxoglutamica rica en prolina 1 y 2 (proline rich Gla 1 a 4, PRRGI1-4).
Mediante el uso de la base de datos dbEST, Kulman et al., identificaron 2 proteinas que
contenian dominios Gla y dominios transmembrana. Se aislaron las secuencias de cDNA de
PRRGI1-2 (denominadas inicialmente PGRP1 y 2) en librerias de tumor colorectal, higado y
medula espinal humanos. Identificaron que ambas proteinas se expresan en una gran variedad
tejidos, encontrandose con mayor abundancia en medula 6sea en el caso de PRRG1, y en tiroides
para PRRG2. Posteriormente, identificaron dos nuevos genes con una estructura similar, PRRG3

y PRRG4 (inicialmente TGM3 y TGM4). Su funcidén en la fisiologia humana atn no esta clara,
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pero su estructura modular, rica en residuos Gla, sugiere que las mismas pueden interactuar con
superficies ricas en fosfolipidos cargados negativamente, como la fosfatidilserina (Kulman,
Harris et al. 1997). Queda mucho por esclarecer sobre el papel que juegan estas proteinas a nivel

celular.

Finalmente, en 1999 se identifico la periostina, una proteina que por sus caracteristicas
pudiera relacionarse con el grupo de proteinas dependientes de vitamina K (Figura 2). Fue
descubierta en osteoblastos, y se le atribuyd la capacidad de regular la adhesion y diferenciacion
de este tipo de células en hueso, al que se denomin6 factor especifico de osteoblastos. Se expresa
en diferentes tipos de tejido, en las valvulas de corazon tanto durante el desarrollo como en
adultos, en dientes en desarrollo, y también regula la adhesion y migracion de células epiteliales
de los ovarios. Se ha visto que se incrementa la expresion de periostina en diferentes tejidos en
adultos, bajo condiciones adversas como estrés, lesiones o sobrecargas metabolicas (Horiuchi,
Amizuka et al. 1999). En el ano 2002, Yoshioka et al. observaron que los niveles de mRNA de la
periostina (gen POSTN) estaban significativamente reducidos en numerosas lineas celulares y
tejidos de cancer. Observaron que las tasas de crecimiento de las células de céncer se veian

reducidas cuando se afiadia periostina de manera exdgena (Yoshioka, Fuji et al. 2002).

Informacion general de los componentes del sistema TAM

Proteina S

La proteina S fue descubierta e identificada a final de los afios 70 como una glicoproteina
plasmatica dependiente de vitamina K (VKDP), que contenia residuos y—carboxiglutdmico. Fue
aislada a partir de plasma bovino (DiScipio and Davie 1979). El patrén de expresion tisular del
gen que codifica a la proteina S, PROSI, es amplio, sintetizdndose en el higado, en los
hepatocitos, pero también se ha observado su expresion en células endoteliales, megacariocitos,
osteoblastos, retina de rata, o en la musculatura lisa del sistema vascular, entre otros lugares (Fair
and Marlar 1986; Fair, Marlar et al. 1986; Stern, Brett et al. 1986; Malm, He et al. 1994; Hall,

Obin et al. 2005). La proteina, ademas de estar en el plasma, también se acumula
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abundantemente dentro de los granulos a de las plaquetas, desde donde puede ser liberada por la

estimulacion de la trombina (Stern, Brett et al. 1986).

Como el resto de VKDPs de este grupo, posee una estructura multi modular, que en su
extremo amino terminal incluye un péptido sefial de 24 amino acidos seguido de un propéptido
de 16 amino acidos en la proteina humana. Ambos polipéptidos son eliminados por proteolisis
antes de la secrecion al medio extracelular. En humanos, la proteina S madura es una
glicoproteina plasmatica de cadena sencilla, de 635 amino &4cidos y con tres residuos N-
glicosilados (Uniprot P07225). Puede sufrir otras 2 modificaciones post-traduccionales, la
gamma carboxilacion del 4cido glutamico y la hidroxilacién de asparagina (Ploos van Amstel,
van der Zanden et al. 1987). La proteina madura tiene una masa molecular de 65 kDa. El gen
humano, PROS1, fue clonado a inicios de los afios 90. El gen PROS cuenta con 15 exones en su
secuencia. En el genoma humano y en el de primates superiores se encontré un pseudo gen,
PROSP, en la misma region de PROSI con un 97% de homologia en la secuencia codificante
(figura 3). Este pseudo gen carece del exon I ademas de poseer una mutacion en una region de
splicing y tres codones stop en el marco de lectura de la proteina codificada (Lundwall,
Dackowski et al. 1986; Long, Marshall et al. 1988; Edenbrandt, Lundwall et al. 1990; Ploos van
Amstel, Reitsma et al. 1990).

Gen GAS6 (Gas6) en el locus 13q34

15 14 13 1z 11 108 B 7 6 5 4 3 21
¥

B T — u
= CAS6
114.52 Mb 114.53 Mb 114.54 Mb 114.55 Mb 114.56 Mb 114.57 Mb
—== Banda reversa 6352Kb
Gen PROS]1 (Proteina S) en el locus 3q11.1
15 14 13 1211 10 . B B ) 65 4 3 2 1
o = I
<PROSI
3360 Mb 33.62 Mb 93.64 Mb 93.66 Mb 93.68 Mb 93.70

—== Banda reversa 12103 kb |

Figura 3. Estructura gendmica de los genes que codifican Gas6 y Proteina S. En azul se destacan los 15
exones de GAS6, distribuidos a lo largo del gen, y en rojo los 15 exones de PROSI. Los ejes de ambas
figuras indican la longitud en miles de pares de bases (Mb) del gen, en sus correspondientes cromosomas

(Tomado de the Ensembl Project).
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Los exones de PROSI que constituyen los diferentes mddulos partiendo del extremo N-
terminal son: el pre-propéptido, el dominio GLA, una pequeia region sensible a trombina
(thrombin-sensitive region, TSR), cuatro dominios similares al factor de crecimiento epidérmico
(epidermal growth factor-like domain, EGFs) y seis exones que codifican un dominio similar a la
globulina de union a hormonas sexuales (sex hormone-binding globulin, SHBG). Este ultimo
contiene dos modulos andlogos a los dominios globulares de la lamina A (modulos LG)
(Rezende, Simmonds et al. 2004; Hafizi and Dahlback 2006; Garcia de Frutos, Fuentes-Prior et
al. 2007). Estos dominios también se encuentran en otras proteinas extracelulares como agrina,

perlecan o neurexinas (Timpl, Tisi et al. 2000).

El dominio GLA caracteristico de las VKDPs, estd codificado por los exones 1 a 3,
incluyendo el prepropeptido. El dominio TSR codificado por el exén 4 contiene los lugares de
accion de la trombina y el factor Xa para inactivar la proteina S. Los dominios EGF son muy
comunes en proteinas extracelulares y transmembrana, y se encuentran frecuentemente
organizados en tandem (por ejemplo, en los receptores Notch, y Musk). El dominio SHBG es
completamente diferente a la mayoria de las VKDPs de esta familia, porque no tiene actividad
enzimatica de tipo proteasa de serina. Este dominio presenta tres residuos de asparagina

glicosilados (Garcia de Frutos, Fuentes-Prior et al. 2007).

Proteina S v su papel en la inflamacion v la cascada de coagulacion

La proteina S circula en el plasma a una concentracién aproximada de 25 pg/ml, el 40%
circula de forma libre, y la restante en forma de complejo junto a C4BP (Dahlback 1991). Es un
inhibidor de la cascada de coagulacion junto a la proteina C activada, actuando como cofactor en
la protedlisis de los factores Va y Vllla de la coagulacion (Walker 1981). Se ha identificado que
la proteina S favorece un cambio conformacional en la proteina C que aumenta su eficiencia,

para degradar ambos factores de la cascada de coagulacion (Yegneswaran, Wood et al. 1997).

La funcién anticoagulante de proteina S se refleja en un aumento del riesgo de trombosis
en pacientes que tienen concentraciones plasmaticas bajas de esta proteina. La trombosis es la

formacion de un trombo o coagulo en el interior de una vena, lo que resulta en la reduccion u
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obstruccion del flujo sanguineo. Se han logrado identificar casi 200 mutaciones en el gen
PROS1, asociadas con deficiencias de la proteina en el plasma (Garcia de Frutos, Fuentes-Prior
et al. 2007). Las mutaciones en heterocigosis en PROSI1, incrementan el riesgo de trombosis
venosa entre 5 y 10 veces (Zoller, Garcia de Frutos et al. 1999). En humanos la deficiencia de
proteina S se diagnostica en un 2 % a un 4% de los pacientes con trombosis, mientras que la
prevalencia en la poblacion general se encuentra entre el 0,03 y el 0,13% (Rezende, Simmonds et

al. 2004; Dahlback 2005; Dahlback and Villoutreix 2005).

La trombosis y la inflamacion son dos mecanismos de respuesta a dafio que se encuentran
estrechamente relacionados. La interaccion de la proteina S con el regulador del complemento
C4BP es un ejemplo de esta relacion. Otro aspecto en el que proteina ese esta involucrada es la
eliminacion de células apoptdticas. Este debe ser un proceso eficiente y oportuno, de lo contrario
la exposicion del contenido de las células al medio iniciaria un proceso inflamatorio. Se ha
evidenciado que la proteina S juega un papel fundamental como componente del plasma
sanguineo para una correcta fagocitosis de estas células moribundas, permitiendo el
reconocimiento de las células apoptdticas por parte de los macrofagos mediante su union a la
fosfatidilserina (PS) expuesta en la membrana extracelular de las mismas (Anderson, Maylock et
al. 2003). Para que este proceso ocurra, proteina S debe pasar por un proceso de activacion
oxidativa. Este proceso ocurre cuando se une la proteina a PS, lo que oxida sus residuos de
cisteina (Cis), permitiendo su union covalente mediante puentes disulfuro en dimeros y
oligodimeros, los cuales se unen y activan al receptor MerTk en los macroéfagos. De esta manera
también se regula su actividad, evitando que la proteina S en estado libre sea capaz de activar
constantemente monocitos y macrofagos, en circulacion y en los tejidos (Uehara and Shacter

2008).

Incluso después de que haya sucedido un episodio inflamatorio, proteina S esta
involucrada en la fagocitosis de los neutrofilos, en la zona afectada. Esto ha convertido a esta
proteina en un importante componente en las estrategias terapéuticas para aliviar enfermedades
inflamatorias. De hecho los glucocorticoides, comunmente usados en sindromes inflamatorios,
aumentan la capacidad fagocitica de los macréfagos mediante una induccion de la expresion de
proteina S y el receptor MerTk. Esta sobreexpresion estaria involucrada en la inhibicion de la

produccion de citoquinas proinflamatorias en estas células (McColl, Bournazos et al. 2009).
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La proteina Gas6

El gen Gas6 fue identificado por primera vez en 1988 por Schneider y col., en
fibroblastos de raton, en los que se identificaron varios genes sobre expresados en la respuesta
celular a la retirada del suero en el medio de cultivo (Schneider, King et al. 1988). Luego en
1993 fue publicada la secuencia parcial del cDNA de Gas6 humano a partir de la libreria de
cDNA de fibroblastos de pulméon empleando como sonda el cDNA de Gas6 murino. Este cDNA
humano tiene 2461 nucleodtidos y codifica para una proteina de 678 aminoacidos (Manfioletti,
Brancolini et al. 1993). ). Uno de los aspectos sorprendentes que se descubri6 al analizar esta
proteina es su similitud con la proteina S, con una identidad del 44% en su secuencia
aminoacidica. Por ello, se incluy6 en la familia de las VKDPs del plasma. Posteriormente, por
medio de hibridacion fluorescente in situ, ubicaron al gen de Gas6 en el cromosoma 13q34

(Saccone, Marcandalli et al. 1995).

La proteina madura de 630 aminoacidos y 82 kDa tiene un dominio GLA que contiene
acido y—carboxiglutdmico (Gla) de 45 aminoacidos en el extremo N-terminal, que interactia con

las membranas plasmaticas.
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Figura 4. Estructura modular de Gas6 y Proteina S. Ambas proteinas poseen 2 dominios Gla, 4 médulos
similares a EGF, y 2 dominios LG, diferenciados mas tarde en LG1 y LG2. La estructura de Gas6 no es
100% similar a la de proteina S, ya que posee un TSR (region sensible a trombina) mas pequefio que
carece de los sitios de reconocimiento de trombina o factor X. Adaptado de (Bellido-Martin and de Frutos

2008).
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A diferencia de varias proteinas dependientes de vitamina K que se expresan
mayoritariamente en el higado, Gas6 soélo se expresa en este tejido de manera minoritaria,
mientras que se expresa de forma abundante en células del endotelio vascular, en el corazén, en
el estdbmago y en rifiones (Manfioletti, Brancolini et al. 1993), en la musculatura lisa vascular
(Nakano, Higashino et al. 1995), en las células de la médula 6sea (Avanzi, Gallicchio et al.
1997), en el endometrio (Sun, Fujimoto et al. 2003), en pulmones (Marcandalli, Gostissa et al.

1997), y en células reproductivas (Chan, Mather et al. 2000).

Se puede considerar que la funcion de Gas6 es pleiotropica, ya que estd involucrada en
numerosos procesos y tipos celulares, que van desde migracion, adhesion, crecimiento,
diferenciacion, duplicacion hasta supervivencia. Ademads, esta involucrada en la homeostasis de
diferentes tipos de células, actuando como factor de crecimiento y anti-apoptdtico (Hafizi and

Dahlback 2006).

Los receptores TAM

En 1991, Greg Lemke y otros investigadores identificaron un nuevo grupo de genes de
tres receptores tirosina quinasa en el sistema nervioso y en células mieloides de leucemia. Esta
subfamilia de receptores se denomind posteriormente familia TAM, haciendo referencia a las
iniciales de los nombres de sus tres componentes. A este grupo pertenecen los receptores: Axl,
conocido también como Tyro-7, Ark y UFO; Tyro3, conocido como Sky, rse, brt, tif; y MerTk,
conocido Tyro-12, Mer, v-ryk, RP38 y c-mer. Las diversas nomenclaturas se deben, a que varios
grupos de investigacion fueron obteniendo diferentes fragmentos de PCR de la region
conservada catalitica de la tirosina quinasa, y fueron dando nombras particulares a cada una a
medida de que eran identificados, aunque al final se trataba de los mismo fragmentos que

componen los tres receptores (Linger, Keating et al. 2008).

Los TAM fueron identificados en 1991, como una subfamilia aparte de los receptores
proteina quinasa conocidos hasta entonces (Lai and Lemke 1991). El receptor Axl se descubrid
como un gen transformador en pacientes que sufrian de leucemia mieloide cronica (O'Bryan,
Frye et al. 1991). Luego en 1992 se aislado el receptor v-ryk (nombre inicial), conocido

actualmente como MerTk, como un protooncogen para el virus aviar oncogen v-eyk, y mas tarde
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en 1993, se aislo el gen de Tyro3 de bibliotecas de cDNA de melanocitos (Linger, Keating et al.
2008). Mas tarde entre 1995 y 1997 se identifico al factor de crecimiento Gas6 y a la proteina S
como ligandos o activadores del sistema TAM, siendo el primero Axl, y MerTk el ultimo
(Ohashi, Nagata et al. 1995; Stitt, Conn et al. 1995; Mark, Chen et al. 1996; Nagata, Ohashi et al.

1996; Chen, Carey et al. 1997), como se coment6 anteriormente.

Los receptores TAM son especificos de los cordados, y fueron de los ultimos en aparecer
en la linea evolutiva de los receptores tirosina quinasa. La region extracelular o dominio de unién
al ligando, es la parte N-terminal y estd constituida por dos dominios semejantes al de la
inmunoglobulina, seguidos por dos repeticiones fibronectina tipo IIl. Esta combinacién de
modulos se observa también en la parte extracelular de receptores de adhesion molecular
(ICAM) o vascular (VCAM) (O'Bryan, Frye et al. 1991; Graham, Dawson et al. 1994; Mark,
Scadden et al. 1994; Chen, Carey et al. 1997). Esta region comparte una identidad de 28-36% de
amino acidos entre los receptores Axl, Tyro3 y MerTk (Chen, Carey et al. 1997). Después se
encuentra la region intracelular, el segmento mas corto, seguida por el extremo C-terminal
intracelular con el dominio catalitico del receptor quinasa. Este esquema se puede evidenciar en

la siguiente figura 5.
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Figura 5. Estructura de Gas6, Proteina S y los receptores TAM. A. Se presenta en el extremo amino
terminal, los 2 dominios similares a Ig y los dos similares a FNIII. Esta es la region que interacciona con
el entorno extracelular. En la zona intracelular, extremo C-terminal, se encuentra el dominio tirosina
quinasa, el cual se autofosforila cuando el receptor es activado. La zona marcada con una X roja,
identifica el area donde la parte extracelular del receptor sufre el proceso de escision. B. En el extremo C-
terminal de Gas6/Proteina S se encuentran los dominios LG1 y LG2, los cuales se unen a los 2 dominios
similares a Ig de los receptores TAM, para activar los mismos. Luego se encuentra la region EGF, y el

dominio Gla en el extremo aminoterminal. Adaptado de (Linger, Keating et al. 2008).

En el hombre, el peso molecular de estos receptores varia entre 100-140 kDa para Axl y
Tyro3, y 160-205 kDa para MerTK. El amplio rango de peso molecular aparente es
probablemente debido a las modificaciones post-traduccionales de los receptores, que incluyen
glicosilacion, fosforilacion y ubiquitinacion (Linger, Keating et al. 2008). Estos receptores
también se pueden encontrar de forma soluble en el plasma, debido al proceso de sheeding o de

protedlisis de su region extracelular. Este concepto se ampliara mas adelante.
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El receptor AxI es una proteina transmembrana de 894 aminoacidos y su peso aparente en
electroforesis de acrilamida esta entre 100 y 140 kDa dependiendo del grado de glicosilacion de
sus 6 posibles sitios de N-glicosilacion. El peso de su cadena polipeptidica es 104 kDa (O'Bryan,
Frye et al. 1991). Su gen esta ubicado en el cromosoma 19 en la region q13.1, y posee 20 exones
(Linz, Schleithoff et al. 1993). Se ha identificado en diversos tipos de tejido epitelial y
hematopoyético, en tejido muscular cardiaco y esquelético, en plaquetas y también en
macrofagos y monocitos, mas no en granulocitos ni linfocitos B o T (Angelillo-Scherrer, de
Frutos et al. 2001; Gallicchio, Mitola et al. 2005; Gould, Baxi et al. 2005; Saller, Burnier et al.
2006; O'Bryan, Frye et al. 1991). Participa en diferentes rutas de sefalizacion que incluyen
proliferacion celular, control de la apoptosis, migracion, adhesion y produccion de citoquinas. Su

forma soluble pesa aproximadamente 64 kDa (Ekman, Stenhoff et al. 2010).

El otro receptor que también pesa entre 100 y 140 kDa es Tyro3, que cuenta con 4 amino-
acidos menos que Axl, 890 en total. El receptor en su forma madura pesa 97 kDa, y posee 7
sitios de glicosilacién en su region extracelular, lo que puede variar su peso final (Linger,
Keating et al. 2008). Se ha localizado su gen en el cromosoma 15 en la regién ql4, y posee 19
exones (Polvi, Armstrong et al. 1993). En el caso de Tyro3 se ha observado una gran expresion
de este receptor en cerebro adulto (Lai and Lemke 1991), ovarios, testiculos y rifiones (Crosier,
Hall et al. 1994), en células endoteliales y plaquetas (Angelillo-Scherrer, de Frutos et al. 2001;
Chen, Li et al. 2004; Gould, Baxi et al. 2005). En menor proporcion se pueden encontrar en
muchos tejidos y células como monocitos, macrofagos, células dendriticas y natural killer,
pulmones, células epiteliales del ojo. Su funcién celular es variable, desde la reorganizacion de la
actina, migracion y supervivencia celular hasta la eliminacién de células apoptoticas. El peso

molecular de su forma soluble es de aproximadamente 63 kDa (Linger, Keating et al. 2008).

El ultimo receptor de la familia TAM es MerTk. Este es el de mayor peso molecular del
grupo, contando con 999 aminoacidos, y alcanzando un peso aproximado entre 160 kDa y 205
kDa. Posee 14 sitios de glicosilacion en su region extracelular, que pueden variar su peso final
(Sather, Kenyon et al. 2007). Esta ubicado en el genoma humano en el cromosoma 2, en la
region ql4.1 con 19 exones (Weier, Fung et al. 1999). Su expresion se ha observado
principalmente en testiculos, ovario, prostata, pulmon, retina y rifion (Goruppi, Yamane et al.

1997). También se expresa en macrdofagos, células dendriticas y natural killer, megacariocitos y
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plaquetas (Linger, Keating et al. 2008). El receptor estd implicado en supervivencia celular,
produccién de citoquinas pro-inflamatorias, fagocitosis de células apoptdticas, migracion y
reorganizacion de la actina. La forma soluble pesa aproximadamente 90 kDa (Scott, McMahon et

al. 2001; Linger, Keating et al. 2008).

El papel que juegan estos receptores en el organismo es multiple. Se ha podido identificar
su papel en la homeostasis de tejido nervioso en adultos, en el sistema reproductivo y vascular, y
especialmente en el sistema inmunitario. Estas son funciones de gran importancia para el
mantenimiento del cuerpo, por lo que es facil imaginar que cualquier defecto en el sistema pueda
derivar en enfermedad. Hoy en dia las concentraciones de varias proteinas de membrana
asociadas con la activacion o disfuncion endotelial son marcadores diagnosticos reconocidos en
la patologia cardiovascular (Deanfield, Halcox et al. 2007). Esto permite pensar en la posibilidad

de que los receptores TAM puedan desempefiar algun papel diagndstico también.

Afinidad entre Gas6 y proteina S, y los receptores TAM

Poco tiempo después de la identificacion de Gas6 y los receptores TAM a mediados de
los afos noventa, se estudiaron las afinidades que existen en este sistema ligando receptor. En
1995 Stitt et al. (Stitt, Conn et al. 1995) y Varnum (Varnum, Young et al. 1995 identificaron a la
proteina S y a Gas6, como ligandos de Tyro3 y AxIl. Observaron que en la linea celular de
endotelio bovino (ABAE) inducida por suero fetal bovino en el suero (FBS), que se inducia
fuertemente la fosforilacion de Tyro3 fosforilado, lo que indicaba que contenia una proteina que
activaba al receptor. Mediante una columna cromatografica que contenia Tyro3-Fc inmovilizado,
lograron aislar al ligando de Tyro3, que resultd ser proteina S (75 kDa) cuando analizaron su
secuencia. La construccion de Tyro3-Fc, es la resultante de la union de la fraccion extracelular
del receptor, con la fraccion Fc de la inmunoglobulina humana G1. El mismo procedimiento fue
aplicado para Axl, pero en este caso fijaron AxIl-FC a una columna cromatogréfica, partiendo de
la idea de que los receptores TAM tienen una gran homologia entre si. En este caso lograron

aislar igualmente una proteina de aproximadamente 75 kDa, s6lo que en este caso se tratdo de
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Gas6 Poco después, Godowski et al., estudiaron la capacidad de union de los ligandos y
receptores del sistema TAM empleando proteinas de diversas especies. Partieron de los estudios
de Stitt et al. (1995), y observaron que la proteina S bovina era capaz de unirse a Tyro3 humano
y murino, mientras que Gas6 no, y reciprocamente que Gas6 humano era capaz de unirse a Tyro3
humano, mientras que la proteina S humana no. Comprobaron también que Gas6 humano es
capaz de unirse a Axl humano, y Gas6 bovino a Axl murino. Argumentaron que esto podia
deberse a que las interacciones entre ligando-receptor son diferentes en cada especie A partir de
estos experimentos surgieron varias interrogantes sobre el sistema TAM: si proteina S era capaz
también de unirse a AxIl, si Gas6 era capaz de unirse a Tyro3, y si alguno de los dos ligandos, o

ambos, eran capaces de unir al tercer receptor del grupo, MerTk.

En 1996 Mark et al. caracterizaron a Gas6 como ligando de Tyro3 (Rse) y Axl en
humanos. También describieron que las regiones Gla y la region de repeticiones EGF, no eran
necesarias para la union del ligando al receptor, ya que vieron que fracciones de Gas6 que sélo
contenian los médulos LG1 y LG2, eran capaces de unirse a Tyro3 y a Axl, y que ademas eran
capaces de activar la fosforilacion de estos receptores (Mark, Chen et al. 1996). En 1997 Tanabe
et al. identificaron también, mediante el uso de librerias de cDNA de rata, que esos modulos eran
la parte esencial para la actividad bioldgica de Gas6, y que la region N-terminal juega un papel
modulador en la actividad de la proteina (Tanabe, Nagata et al. 1997). Continuando con esta
linea de estudios, se demostrd que Gas6 se une a los receptores TAM con el siguiente orden de
afinidad: Axl >> Tyro3 > MerTk, mientras que la proteina S tiene mayor afinidad por MerTk y
Tyro3, que por Axl. Estos experimentos fueron realizados con construcciones de cDNA de las

proteinas del sistema TAM de ratones, ratas y humanos (Nagata, Ohashi et al. 1996).

Mas tarde en el ano 2000 Evenés et al. estudiaron las afinidades descritas para Gas6 y
proteina S con respecto a Axl y Tyro3. Para ello crearon una serie de proteinas quimeras, para
evaluar su union a los receptores. En cada quimera, la region SHBG de la proteina S humana, era
remplazada por su homoélogo bovino, o por la misma seccion correspondiente en Gas6 humano.
Observaron que proteina S si era capaz de activar a Tyro3, pero cuando se encuentra en
concentraciones superiores a las fisiologicas en plasma. Identificaron también que la primera
region G (LG1), contiene residuos fundamentales para la interaccion con Tyro3 (Evenas,

Dahlback et al. 2000).
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En el afio 2005 Fisher et al, realizd6 un estudio sobre la interaccion de Gas6 con sus
receptores, y que regiones de Gas6 participan en la misma. Para ello utiliz6 un anticuerpo
monoclonal contra Gas6 recombinante, y lo probd con el ligando, y con los segmentos de sus dos
regiones cercanas al extremo C-terminal LGl y LG2, expresadas independientemente.
Inicialmente se postuld que la union de Gas6 a sus receptores era mediante la region LG2. En
dicho estudio se comprobd que también la region LG1 en presencia de Ca?*, pero no LG2, era
reconocida por el anticuerpo monoclonal. Esto sugeria, que Gas6 tenia una segunda zona de
unidn a sus receptores. Este resultado lo comprobaron, al evidenciar la unioén de los receptores al
segmento de la region LG1 que se habian obtenido anteriormente (Fisher, Brigham-Burke et al.

2005).

En un estudio sobre el epitelio pigmentoso de la retina en ratones, donde se ha observado
que el receptor MerTk juega un papel importante ya que mutaciones en el mismo se asocian a
retinitis pigmentosa, se identificd que proteina S es capaz de unirse a este receptor. Observaron
que ratones mutantes carentes de Gas6 no manifestaban degeneracion de los foto receptores, lo
que sugeria que los receptores seguian siendo estimulados por otro ligando, probablemente
proteina S. Sugirieron a su vez que proteina S era responsable del proceso de fagocitosis, que en
este caso se encarga de eliminar los extremos distales de los foto receptores, lo que favorece su

continua regeneracion (Prasad, Rothlin et al. 2006).
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Activacion de los receptores

La union del ligando a la region extracelular de los RTKs deriva en cambios
conformacionales que inducen y estabilizan la dimerizacion de los mismos, resultando en un
aumento de la actividad quinasa y la autofosforilacion de los residuos tirosina. La fosforilacion
de diferentes residuos tirosina del receptor activado crea en la parte intracelular sitios de unién
para proteinas con dominios homologos a SH2 (src homology 2 domains) y de union a

fosfotirosina (phosphotyrosine binding doamin; PTB) (Lemmon and Schlessinger 2010).
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similar s SHEG |, |, | similar s EGF | Proteina 8

Receptores

MerTk it
Tvro3

Célula dendritica %
Macrdgafo

Figura 6. Ejemplo de interaccion entre los componentes del sistema TAM en el proceso de apoptosis. Se
observa la union del dominio Gla de los ligandos a la fosfatidilserina expuestos en la capa externa de la
membrana de la célula apoptdtica, y la uniéon de los dominios LG1 y LG2 a los dominios similares a Ig de
los receptores TAM ubicados en la membrana de macréfagos o células dendriticas. Adaptado de (Lemke

and Rothlin 2008).

La activacion de los RTKs por medio de su ligando, es un proceso que se ha estudio
ampliamente. La union del ligando al receptor se realiza en 2 pasos: la formacion de un complejo
de gran afinidad ligando-receptor, y luego la dimerizacion de dos complejos ligando-receptor
(Schlessinger 2000). También se ha propuesto que los receptores formen heterodimeros con otras
moléculas, como en el caso de Axl con el receptor del interferén alfa (IFN-a), o con otros

receptores del sistema TAM (Lemke and Rothlin 2008).
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En el sistema TAM no sélo se ha visto que Gas6 y proteina S son capaces de activar a
Axl, MerTk y Tyro3, sino que ademds la activacion de estos ultimos, puede resultar en la
inhibicion de la union entre ligando-receptor de otros sistemas. Tal es el caso de la influencia del
sistema Gas6-Axl, sobre la inhibicion del sistema del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF). Se ha observado que el sistema Gas6-Axl, era capaz de inhibir la fosforilaciéon de uno
de sus receptores, el VEGFR-2, evitando asi que su union a su ligando VEGF-A active el mismo.
Con estos resultados descubrieron uno de los mecanismos por el cual se regula el proceso de
angiogénesis, y como la activacion de Axl por Gas6 puede afectar la activacion de otros
receptores. Recientemente se ha estudiado la interaccion entre el ligando VEGF-A y Axl. Ruan y
Kazlauskas (2012) investigaron el efecto en la sefializacion por Axl tras estimulacion por VEGF-
A, en especial su efecto sobre la via de PI3K/Akt. Usando cultivos celulares de endotelio
cardiaco de raton mutante para Axl (knockout), o modulando la activacion de Axl mediante un
inhibidor especifico (R428), observaron que en ausencia de este receptor de la familia TAM,
habia una gran disminucion de la activacion de Akt. También indicaron que VEGF-A era capaz
de fosforilar a Axl, mientras que la activacion del receptor por Gas6 no activaba a VEGFR-2.
Vieron que VEGFR-2 activado actia mediante SFK (proteina de la familia de las quinasas Src),
para promover las autofosforilacion de Axl independientemente de su unioén a un ligando. AxI,
una vez fosforilado, es capaz de activar la via de Akt, lo que resulta en la promocion del proceso
de angiogénesis, contribuyendo asi con las funciones del sistema VEGF en el mismo proceso

(Ruan y Kazlauskas 2012).

También se ha observado que debido al caracter homofilico de la region extracelular de
los receptores, estos pueden unirse al ubicarse en células vecinas, resultando en agregacion
celular. Este fenémeno se observd, cuando se transfectaron células S2 de Drosophila
melanogaster con Axl murino, produciendo una sobrexpresion del receptor (Bellosta, Costa et al.
1995). Este estudio permitid concluir a su vez que para la agregacion celular, no se requiere del
dominio quinasa del receptor. Mas tarde en 1997, McCloskey et al. reportaron que la agregacion
celular efectivamente ocurre en células de mamifero, pero que es mediada por Gas6. Mediante el
uso de células mieloides murinas que sobre expresaban Axl (32D-Axl), y la adiciéon de Gas6,
fueron capaces de observar agregados de estas células. El caso contrario ocurria, cuando

bloqueaban a Gas6 mediante la adicién de la fraccion extracelular de Axl, la cual secuestraba o
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bloqueaba al ligando. Observaron ademas, que células mutantes de 32D, con formas del receptor
AxI incapaces de activar su region quinasa, formaban igualmente agregados celulares. Incluso
observaron que las células 32D-Ax] una vez unidas a Gas6, también eran capaz de formar
agregados junto a las células 32D normales. Describieron también que la unién del ligando al
receptor es dependiente de la region Gla y EGF, y que esta es dependiente de Ca®*, y que la
activacion del receptor es dependiente de las regiones LGl y LG2 (McCloskey, Fridell et al.
1997).
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Figura 7. Vias de activacion del receptor Axl. (A) Interaccion directa ligando independiente entre 2
mondmeros de Axl, o con otro receptor del grupo TAM. (B) Interaccion ligando dependiente, mediante la
formacion de dos complejos ligando-receptor. (C) Interaccion entre un monémero de Axl y un monémero
de receptor de interleuquina 15 alfa. (D) Interaccion posible entre dos monomeros de Axl, de células

vecinas. Adaptado de Hafizi y Dahlback 2006.

Se ha observado que la familia TAM es capaz de sufrir una dimerizaciéon y una
autofosforilacion ligando independiente, posiblemente después de una sobreexpresion de los
receptores. Se ha encontrado que las especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species
ROS), promueven la fosforilacion de Axl en células de la musculatura lisa vascular (VSMCs) en

ausencia de Gas6. Por ello sugieren que la activacion ligando independiente de Axl podria ser
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mas tipica durante estados fisiopatologicos con incrementos en estrés oxidativo y expresion en

exceso de los receptores (Konishi, Aizawa et al. 2004).

Formas solubles de los receptores TAM

Uno de los descubrimientos a destacar sobre los receptores TAM, es que se han
encontrado en forma soluble en el plasma sanguineo. El primero en ser detectado fue Axl,
seguido de MerTk y finalmente Tyro3. La forma de Axl soluble fue identificada por primera vez
en suero y en medio condicionado de células dendriticas de raton, compuesta por la region
extracelular de la proteina y pesando aproximadamente 65 kDa (Costa, Bellosta et al. 1996). En
el 2007 se comprobo la presencia de la forma soluble de MerTk, en ensayos con lineas celular.
En ese estudio se reportd que el proceso de shedding del receptor, se podia inducir mediante el
uso de lipopolisacaridos (LPS) y PMA, por medio de la metaloproteinasa ADAMI17 y
desintegrina. La forma sMerTk puede pesar entre 125 kDa y 150 kDa dependiendo del tipo
celular (Sather, Kenyon et al. 2007). Se ha sugerido que las diferentes metaloproteinasas
(ADAMs), juegan un papel fundamental en diferentes enfermedades, al modular la actividad de
diversos receptores. Se ha sugerido su implicacion en cancer, controlando los procesos de
migracion celular y angiogénesis, y en enfermedades cronicas inflamatorias, controlando al
factor proinflamatorio TNFa (van Goor, Melenhorst et al. 2009). Luego en 2011 Wu et al.
comentaron por primera vez la existencia de la forma soluble de Tyro3 en plasma humano, y su
posible implicacién en lupus eritematoso sistémico (Wu, Ekman et al. 2011). Se ha sugerido
también que se puede obtener los fragmentos solubles de los receptores TAM, mediante un
splicing alternativo en el RNA mensajero, que no sintetiza la region intracelular del receptor

(Sather, Kenyon et al. 2007).

Los investigadores Thorp et al., identificaron que el proceso de shedding en MerTk,
requiere de ADAM17 y MAPKp38. Mediante el uso de siRNA para silenciar la expresion de
ADAM17, comprobaron que esta proteina no solo es la principal responsable de la formacion de

la forma soluble de MerTk, sino que ademas es imprescindible para la misma. Identificaron
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mediante espectrometria de masas, que el proceso de proteolisis ocurre en el AA prolina 485 del
receptor en macrdfagos murinos. Al construir un mutante del receptor, que carecia de los amino
acidos del 483 al 488, observaron una disminucion en la formacion de sMerTk al ser las células
estimuladas con PMA. Comprobaron ademds que estos receptores mutados eran capaces de
inducir eferocitosis, incluso en presencia de un promotor de la escision de MerTk como lo es
PMA. Por ultimo observaron que el proceso de shedding inducido por LPS, puede ser suprimido
por la presencia de bajas concentraciones de NADPH oxidasa 2 (Nox2), lo que suprime a PKC9,

y en consecuencia inhibe a MAPK p38 (Thorp, Vaisar et al. 2011).

Este proceso se engloba en el fendmeno de shedding o escision extracelular de receptores
de membrana. En el afio 1987 se empez6 a hablar de escision y liberacion de las regiones
extracelulares, de proteinas transmembrana. A partir de entonces se dio a conocer que este
proceso ocurria, pero el estudio de como el mismo sucede es mas reciente. Afecta a una gran
variedad de tipos de proteinas que funcionan como ligandos, receptores, moléculas de adhesion
celular, coenzimas. Debido al factor heterogéneo del mismo, se cree que existen diferentes
mecanismos, por los cuales ocurre este fenomeno de shedding. Se ha visto en la mayoria de los
casos, que este proceso se puede ver aumentado mediante el uso de ésteres de forbol, y
bloqueado mediante el uso de sustancias derivadas del acido hidroxdmico. Dependiendo de la
proteina transmembrana afectada por este fendmeno, se observaran diferentes consecuencias del

mismo sobre el medio y la biologia celular (Arribas and Merlos-Suarez 2003).

El caso concreto de los TAM, es la escision de las proteinas receptoras de membrana. En
este caso se da la liberacion de la region extracelular de union al ligando al medio en forma
soluble, pudiéndose ver afectados receptores en hormonas, factores de crecimiento, y citoquinas.
El segmento del receptor transmembrana e intracelular se mantienen intactos, e incluso pueden
ser capaces de traducir sefiales intracelulares. En el caso de los TAM, el proceso de sheeding es
de tipo antagonista por dos vias, evita la activacion natural del receptor por medio de sus
ligandos Gas6 y proteina S, ya que la region de union al mismo ya no esta presente en la célula
diana; y porque la fraccion soluble del receptor es capaz de unirse a Gas6, evitando su unioén
posterior a los receptores TAM. Esta informacion no se ha asociado a proteina S. Un caso similar
se ha descrito para el receptor de la hormona de crecimiento (GHR). En este caso también la

fraccion libre extracelular GH es capaz de unirse a la proteina de union GH (GHBP), evitando la
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funcion de la misma al competir con GHR, aumentado a su vez la vida media de GHBP (Arribas

and Merlos-Suarez 2003).

El proceso ha sido descrito también en plaquetas, como una forma de modular su
actividad. Se ha comentado que la escision de los receptores especificos de plaquetas, la
glicoproteina (GP)V que se une a colageno, y la GPIba que se une al factor von Willebrand, no
solo inhibe la funcién de estos receptores, sino que ademas forma fragmentos proteoliticos que
pudiera ser utilizados como biomarcadores o como moduladores plasmaticos (Qiao, Shen et al.

2010).

La forma soluble puede secuestrar a su ligando en sangre, evitando que este también
cumpla sus funciones. (Ekman, Stenhoff et al. 2010). De esta manera se logra una inhibicién
doble en el sistema TAM, ya que no sdlo el receptor ya no es activo, sino que ademads secuestra a
Gas6 y evita que éste active los demas receptores TAM. Este complejo no se ha estudiado ni para
Tyro3, ni para MerTk, aunque probablemente sAxl es el ligando mas relevante de Gas6 en la

sangre, ya que Tyro3 tiene una concentracion menor y MerTk una menor afinidad por Gas6.

Se ha descrito para el receptor Axl el proceso de ubiquitinacion, en donde el receptor es
removido de la membrana e internalizado en la célula. Valverde et al. describieron este
fendmeno, indicando que Axl puede ser internalizado debido a una estimulacién sucesiva por
parte de su ligando Gas6. De esta manera el receptor seria inhibido por su propio ligando

(Valverde 2005; Mishra, Wang et al. 2012).

Vias de senalizacion del sistema TAM
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Los primeros estudios realizados para conocer las vias de sefializacion del sistema TAM
se realizaron sobre los receptores, ya que en su momento no se conocian los ligandos de los
mismos. Para ello se usaron receptores quimera FMS-MerTk (Ling and Kung 1995) y EGF-AxI
(Fridell, Jin et al. 1996). Entre los primeros estudios identificaron cascadas de sefializacion para
MerTk y Axl, las cuales activaban las vias de PI3K, Ras y ERK. También identificaron que
variaciones en la region extracelular del receptor, tienen un impacto significativo en las
diferentes vias de sefalizacion, al comparar los efectos del receptor quimera de Axl con su
homologo nativo (Hafizi and Dahlback 2006; Linger, Keating et al. 2008). Posteriormente se
identificd a Gas6 como ligando de Axl y Tyro3, como se coment6 anteriormente, y los estudios
continuaron sobre esa base. A continuacion se presentan cronoldgicamente las vias de

sefializacion identificadas para cada receptor de la familia TAM en los tltimos afos.

Vias de senalizacion de MerTk

Los primeros estudios realizados con la quimera de MerTk sobre fibroblastos NIH3T3,
elucidaron 3 vias iniciales para la activacion de este receptor: PI3K/Akt, fosfolipasa C-y (PLCYy),
y ERK. Estudios posteriores identificaron a Gas6 como ligando de Mer (Nagata, Ohashi et al.
1996) y confirmaron que la activacion dependiente de ligando estimulaba la fosforilacion de
ERK1/2 (Chen, Carey et al. 1997). En el caso de PLCy, describieron que la fosforilacion y
activacion de esta enzima de membrana pudiera ocurrir mediante la union directa de su dominio
SH2 a la region enddgena de fosfo-MerTk (Todt, Hu et al. 2004). Este mismo mecanismo se
propuso como medio de activacion de la via de PI3K por parte de MerTk (Sen, Wallet et al.

2007).

El efecto final de estas 3 principales vias de sefializacion varia dependiendo del tipo de
célula donde se encuentren y de su entorno. En células de leucemia por ejemplo, la activacion del
receptor estimula la fosforilacion de Akt, ERK1/2 y p38 MAPK, resultando en una reducida
apoptosis sin que al parecer afecte a su proliferacion (Guttridge, Luft et al. 2002). El hecho de
que diferentes vias de sefializacion converjan en la misma reaccion de supervivencia, les da a las

células una gran ventaja frente a linfocitos no cancerigenos.

35



En experimentos con las quinasas Raf (proto-oncogen serina) se ha demostrado que estas
pueden actuar como un paso anterior en la activacion de la ruta de MAPK/ERK vy esta a su vez
activar p90RSK. Esta accion resulta en la transcripcion de la interleuquina 8 pro-inflamatoria
(IL-8). Al incubarse las células con un inhibidor de la quinasa de la MAPK/ERK (MAP2K1 o
MEK), se observé un descenso en la produccion de IL-8, mientras que si se incubaba la misma
célula con un inhibidor de PI3K, aumentaba la produccion de IL-8 (Wu, Robinson et al. 2004).
Los autores Wang et. Al (Wang, Zeigler et al. 2007), sugirieron también que la via de
senalizacion de PI3K/Akt podria atenuar el efecto de la via de MAPK/ERK mediante la
fosforilacion e inhibicion de Raf. De esta manera se sugirié que MerTk tiene la capacidad tanto

de estimular, como de inhibir la produccion de citoquinas proinflamatorias.

Se ha reportado que Gas6 es capaz de inhibir la expresion de los factores
proinflamatorios TNF-a, IL-6 y IL-1, a través del receptor MerTk en monocitos y macréfagos,
controlando la respuesta inmune innata. El grupo de Camenisch y col. observaron mediante el
uso de ratones MerTk knockout, que este receptor juega un papel importante en la regulacion de
la via de produccion de TNF-a para atenuar la posibilidad de un shock endotéxico mediante el
estimulo de LPS (Camenisch, Koller et al. 1999). Por otra parte el grupo de Alciato et al.,
identificaron que la via por la cual sucedia este proceso, era mediante el factor Akt y su
respectiva fosforilacion, y que ademas la activacion de PI3K es relevante para que este proceso
suceda. Identificaron también que GSK3p, un modulador de la respuesta pro/anti inflamatoria,
era fosforilado mediante la activacion de PI3K/Akt. Esta via de sefializacion termina con la
inhibicion de NF-«kB, y su habilidad para unirse al ADN en el nlcleo. De esta manera
demostraron que Gas6 junto a MerTk, son capaces de inhibir la secrecion de citoquinas en
macréfagos, activando la via antiinflamatoria de PI3K/Akt/ GSK3p (Alciato, Sainaghi et al.
2010). En cambio, otros estudios han observado mediante la expresion de CD8-MerTk (quimera)
en células pro-linfocitos B, que su activacion resulta en la activacion transcripcional de NF-xB
via PI3K/Akt. También se evidencid la activacion de p38/MAPK y de la MAP2K1/MEKI,

resultando en la proteccion celular ante procesos de apoptosis (Verma, Warner et al. 2011).

Durante el proceso de eliminacion de células apoptoticas, pueden ocurrir dafios o
alteraciones en los tejidos adyacentes a estas. Por esta razon, cuando ocurre la interaccion entre

macrofagos y células apoptdticas, se secretan factores como el de crecimiento endotelial vascular
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(VEGF) y de crecimiento hepatocitico (HGF), para reparar el tejido dafiado. En 2012 Park et al.,
realizaron ensayos con cultivos de lineas de macrofagos (RAW 264.7) y células sanas y
apoptdticas (Jurkat), modificados por la presencia de anticuerpos contra los receptores TAM y
Gas6, asi como siRNA contra los receptores también. Reportaron que el bloqueo de MerTk y de
Gas6, y no de Axl y Tyro3, suprimia la expresion del factor HGF. En un estudio anterior de estos
mismos autores (Park, Choi et al. 2011), se identifico que las células apoptoticas estimulaban la
produccion de HGF mediante la via de sefalizacion de las quinasas RhoA/Rho, PI3K/Akt y las
MAP quinasas ERK y JNK.

También en el afio 2012, Linger et al. identificaron una nueva via de sefializacion que
favorecia la supervivencia de células tumorales de pulmén (NSCLC). Identificaron nueve
proteinas intracelulares fosforiladas en la linea celular de cancer Colo699, entre las que
destacaban MSK1/2, CREB y ATF1. Lo mismo ocurria cuando las células eran estimuladas con
la presencia de Gas6. Este estudio sugiere que la inhibicion de MerTk induce el proceso de
apoptosis, por medio de la inhibicion de los mecanismos de sefializacion de supervivencia
mediados por Akt, CREB, Bcl-xL, Bcl-2 y survivina. Identificaron el mismo caso para AxIl, pero
en menor medida (Linger, Cohen et al. 2012). Este es otro claro indicio, de que los receptores

TAM son un importante blanco de estudio, para la modulacion o control de enfermedades.

Recientemente en el estudio de Lee et al. (Lee, Han et al. 2012), se asocio la via de
senalizacion de STATI1 con MerTk. Utilizaron ratones BALB en condiciones libres de
patogenos, para ver el efecto que tenia la induccion de LPS en pulmones sobre la respuesta
inflamatoria, y su respectivo dafio en el tejido. Es conocido que los receptores TAM inhiben la
respuesta inflamatoria, mediante la via de STAT]1 y la produccion de proteinas supresoras de las
senales de citoquinas (SOCSI1 y 3), que son supresores de los receptores semejantes a Toll (TLR)
(Rothlin, Ghosh et al. 2007), promotores estos de la respuesta inflamatoria. Observaron un
aumento en la fosforilacion de STATI, y en la expresion de mRNA de SOCSI1 y SOCS3 en el
tejido pulmonar de los ratones, 4 y 24 horas después de haber sido tratados con LPS.
Confirmaron el rol de MerTk en este proceso, empleando anticuerpos especificos para este
receptor, al observar un efecto adverso en la fosforilacion de STATI1 y la correspondiente

expresion de SOCS1 y 3. De esta manera estos investigadores identificaron una nueva via de
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sefializacion de MerTk, que confirma su importante rol en la modulacion de la respuesta inmune

innata y en la inflamacion.

Se han propuesto vias atipicas de sefializacion entre MerTk y el citoesqueleto de actina.
Este estudio se realiz6 empleando el sistema de interaccion entre proteina quiméricas en levadura
(yeast two-hybrid system). En este sistema se identifico la interaccion entre MerTk y Grb2, SHC
y Vavl, que son reguladoras de la reorganizacioén de la actina antes mencionada (Mahajan and
Earp 2003). Este descubrimiento sugiere que MerTk es capaz de afectar la morfologia de las
células mediante su influencia sobre la actina, facilitando la fagocitosis de las células
apoptoticas. Otro estudio sugiere que MerTk regula la actina del citoesqueleto por la via de
PLCy2 y Src, favoreciendo también la exposicion de las células apoptéticas a los macrofagos

(Todt, Hu et al. 2004).

En la figura siguiente se puede visualizar las vias de sefializacion del receptor MerTk

cuando es activado por sus ligandos.
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Figura 8. Principales vias de sefializacion de MerTk. Destacan la via de Akt, Ras y Ackl/Wwox, ya
que las 3 diferentes vias favorecen la supervivencia celular. La via de Ackl/Wwox, también puede
derivar en la degradacion celular, cuando Wwox es ubiquitinizada. 2 vias diferentes que activan
Racl, reorganizan la actina y favorecen la migracion celular. La via de agregacion plaquetaria se

da mediante Akt y las integrinas de membrana. Adaptado de (Linger, Keating et al. 2008).

Se ha estudiado también el papel de MerTk en el aumento de la supervivencia celular
mediante vias de sefalizacion atipicas, como la de ACKI que induce la fosforilacion,
ubiquitinacion y degradacion de Wwox, una proteina supresora de tumor (Mahajan, Whang et al.
2005; Mahajan and Mahajan 2010; Verma, Warner et al. 2011). Su supresion podria resultar en

una sefial de supervivencia de células cancerigenas.
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Vias de senalizacion de Axl

Como se comentd anteriormente, la union Gas6/Axl favorece el crecimiento y
supervivencia de diferentes tipos de células. Estos estdn posiblemente mediados por las vias de
MAPK/ERK y PI3K como en el caso de MerTk. Estudios con receptores quimera EGF-AxI en
lineas celulares de leucemia, demostraron que la unién del ligando al receptor estimulo las vias
de Grb2, Ras, Rafl, MEK-1 y ERKI1/2, que favorecen la proliferacion celular (figura 9).
Estudios indican que la activacion parcial o completa de la via Ras/ERK es indispensable para la

supervivencia celular, y que es mediada por Axl (Linger, Keating et al. 2008).

El receptor también se ha visto involucrado en la activacion de la via PI3K/Akt, que
resulta en multiples vias que convergen en la supervivencia de la célula. Esta via incluye la
fosforilacion de NF- kB, aumento de la expresion de proteinas antiapoptoticas como los genes 2
de linfoma de célula B (Bcl-2) y linfoma de célula B extra grande (Bcl-xL), y la inhibicion de

proteinas proapoptoticas como la caspasa 3 (Verma, Warner et al. 2011).

En este caso la regulacion de NF-kB por PI3K/Akt difiere de la via de activacion que se
ha observado en MerTk, la cual ha demostrado que inhibe IKK, resultando en la supresion de
TNF-a, dependiente de la transcripcion de NF-kB. Experimentos sobre fibroblastos de raton
deficientes en Axl (4x!/ -/-) estimulados con Gas6, no favorecieron su supervivencia, a diferencia
de los fibroblastos wild-type que si lo hicieron (Bellosta, Zhang et al. 1997). Mas estudios
identificaron la misma via de sefializacion en otros tipos celulares, como las células epiteliales
del globulo ocular, células musculares lisas vasculares, neuronas GnRH y oligodendrocitos

(Linger, Keating et al. 2008).

La via de sefalizacion Gas6/AxI también se ha visto involucrada en procesos celulares
como la migracién de células neuronales y la produccion de citoquinas. En el caso de las
neuronas GnRH, se ha observado que Axl dirige la migracion de estas células desde la placa
olfatoria hasta el proencéfalo, mediante vias de sefializaciéon como PI3K, Ras, p38 MAPK, que
reorganizan la actina. Curiosamente se observo después, que Axl no se encuentra en las neuronas

GnRH post migratorias (Allen, Linseman et al. 2002; Nielsen-Preiss, Allen et al. 2007).

En un estudio sobre células de mesotelioma, una forma rara de cancer que afecta al tejido

mesotelial, se identificé que Axl juega un papel importante en la proliferacién, migracion e
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invasion del mismo. Identificaron ademas una alta tasa de expresion de Gas6 en lineas celulares
de mesotelioma y en biopsias de pacientes, mientras que en células controles no se presentaba ni
el ligando, ni el receptor citado. Mediante el uso de shRNA contra Axl y Gas6, pudieron regular
la fosforilacion del receptor, ademés de evidenciar que rutas de sefalizacion ocurrian en las
células cancerigenas. Los investigadores comprobaron, que la via PI3K/AKT/mTOR y la de
RAF/MAPK contribuyen a que Axl desarrolla las propiedades tumorales del tumor al utilizar un
inhibidor del receptor (DP-3975) que bloqueaba dichas vias. Notaron ademas que el uso de
shRNA aminoraba la actividad de AxI, y establecia a la célula en una fase G1, disminuyendo su

capacidad invasiva y de formacion de colonias (Ou, Corson et al. 2011).

También se ha identificado que AxI es capaz de unirse a la tirosina plasmatica ACKI,
implicada en procesos metastaticos, favoreciendo la migracion de células, y activando la via de
senalizacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Demostraron que ACK1
requiere un extremo C-terminal, para regular los receptores tirosina quinasa, como ocurre en el
caso de Axl. En dicho estudio, Pao Chun et al. observaron que dicha unién entre ACK1 y Axl
esta favorecida por la proteina Grb2, que aumenta la eficiencia de la unidén. A pesar de que la
activacion de EGFR promueve la actividad de ACK1, la activacion de Ax] por medio de Gas6 no
tiene el mismo efecto, a diferencia de lo observado en la activaciéon de MerTk. Se ha visto que
ACKI controla los niveles del receptor, debido a que la ausencia de esta tirosina bloquea el

efecto de regulacion de Axl cuando es activado por Gas6 (Pao-Chun, Chan et al. 2009).

Experimentos sobre células de levadura confirmaron la interaccion entre Axl, Grb2 y
PI3K, e identificaron 4 nuevas proteinas que interactian con este receptor: supresor de sefiales de
citoquinas (SOCS)-1, Nck2, proteina de union Ran en el centro de reorganizacion de
microtiibulos (RanBPM), y C1-TEN (Hafizi, Alindri et al. 2002). Se ha observado que una
sobreexpresion de C1-TEN inhibe la via de Akt, resultando en una disminuida supervivencia,
migracion y proliferacion celular. Esto se puede deber al efecto fosfatasa de C1-TEN que
inactivaria Axl. También se ha visto que Axl puede disminuir la produccion de citoquinas a

través de la interaccion con SOCS (Hafizi, Ibraimi et al. 2005).

En la figura siguiente se puede visualizar las vias de sefializacion del receptor AxI cuando

es activado por sus ligandos.
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Figura 9. Principales vias de sefializacion de Axl. Destacan la via de Akt y Rac, que llegan a la funcion
comun de favorecer la supervivencia celular. La via de Ras también favorece el ciclo celular, actuando
directamente en mecanismos de proliferacion. El efecto de Axl sobre el sistema inmunitario, se ve
conducido por la via de SOCS-1, que favorece la produccion de citoquinas proinflamatorias. La via de
PI3K/Ras, al igual que en MerTk, reorganiza la actina, y favorece la migracion celular. Al igual que en
MerTk y Tyro3, Axl permite la agregacion plaquetaria mediante la interaccion con las integrinas.

Adaptado de (Linger, Keating et al. 2008).
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Via de seializacion de Tyro3

Este es el receptor menos estudiado de la familia TAM, y sus vias de sefalizacion no se
han identificado en detalle. Estudios con células de levadura han identificado una serie de
proteinas que pueden interactuar con Tyro3, entre las que se encuentran RanBPM, proteina
fosfatasa 1 (PP1), y la subunidad p85 B de PI3K. También se han identificado la via de PI3K y
MAPK. Se ha observado a su vez fosforilacion de ERK1/2 mediante la estimulacion de Tyro3
por Gas6 en osteoclastos de raton, resultando en reabsorcion de hueso (Katagiri, Hakeda et al.

2001).

En modelos de raton carentes de proteina S, se ha visto que los mismos desarrollan
diferentes patologias: coagulopatias embrionarias letales, dafios tromboticos e isquémicos,
perturbacion de la barrera cerebro-vascular (BBB), hemorragias intracerebrales. En 2010 Zhu et
al. querian esclarecer el mecanismo por el cual carencias de proteina S, podian afectar la BBB,
por lo que estudiaron el hipotético efectos que los receptores TAM podian tener el mismo.
Usando un modelo de BBB con células endoteliales cerebrales humanas, querian esclarecer si la
proteina S podia afectar la integridad de esta barrera encefalica. Usando siRNAs, anticuerpos y
células endoteliales de cerebro de raton mutados para los tres receptores, observaron que Tyro3
mediaba la propiedad vasculoprotectora de proteina S. Observaron que la activacion de Tyro3
por este ligando, activaba a su vez al receptor esfingosina 1 fosfato (S1P1), que es responsable de
unirse a la esfingosina 1 fosfato, lo que al final permite rearreglos citoesqueléticos dependientes
de Racl, para mantener la integridad de esta membrana (Zhu, Wang et al. 2010). De esta manera
comprobaron el papel que puede jugar la proteina S y su unién al receptor Tyro3 en el

mantenimiento de la BBB y la proteccion del sistema nervioso central.

Se ha descrito que la proteina S es capaz de proteger a las neuronas de dafios
excitotoxicos, por medio de la activacion de Tyro3 y la via de sefalizacion de Akt. Usando
cultivos de neuronas de ratones deficientes de la tirosina quinasa Akt, Zhong et al. observaron
que proteina S era capaz de estimular la fosforilacion de Bad y Mdm2, dos sustratos de la via de
Akt, que en neuronas sobrestimuladas incrementa la producciéon de Bcel-2 y Bel-Xi, dos factores
antiapoptoticos, y la inhibicion de p53 y Bax, dos factores proapoptoticos. Observaron ademas

que solo el receptor Tyro3 es responsable de este proceso, al ver que en neuronas carentes de este
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receptor no ocurria el proceso, a diferencia de neuronas que carecian de Axl o MerTk, donde

seguia sucediendo el mismo (Zhong, Wang et al. 2010).

En el estudio realizado por Guo et al. en 2011, querian estudiar como evitar los efectos
secundarios que causa el uso de la proteina activadora de plasmindgeno (tPA), después de su
aplicacion en pacientes que han sufrido un accidente cerebro vascular. Entre los efectos
negativos de esta terapia destacan el aumento de riesgo de sangrado intracerebral, y dafo
neurologico si es aplicado entre 3-4 horas después del dafio cerebral. La meta era el uso de
agentes neuroprotectores, que ayudaran a disminuir la toxicidad en estas importantes células.
Utilizaron como factor protector a proteina S, debido a que protege a las neuronas en caso de
lesiones por isquemia e hipoxia (Zhong, Wang et al. 2010). Usando cultivos de neuronas,
identificaron que la proteina S era capaz de conferir proteccion a las neuronas, al evitar que se
inicie el proceso de apoptosis mediado exclusivamente por el receptor Tyro3. Confirmaron que
se activaba la via de Akt, y que esta fosforilaba FKHRL1, un miembro de los factores de
transcripcion de la familia, que disminuye la expresion de FASL e inhibe a la caspasa 8, siendo

ambos factores proapoptoticos (Guo, Barrett et al. 2011).

Otra via de sefializacion de Tyro3 fue identificada mediante el estudio de la
transformacion de melanocitos en melanomas, una forma agresiva de cancer de piel. El grupo de
investigadores Zhu et al., identificaron al receptor Tyro3 como modulador de la expresion del
factor de transcripcion asociado a microftalmina (MITF), el cual controla la expresion de genes
importantes para el desarrollo, funcidon y supervivencia de los melanocitos. Los investigadores
observaron que Tyro3 favorecia la obtencién de la isoforma MITF-M, la cual se expresa
principalmente en melanocitos y células de melanoma pigmentadas, mediante la sobrexpresion
del factor de transcripcion SOX10. Llegaron a esta conclusion, al observar altos niveles de
SOX10 en el ntcleo de células de melanoma de raton (B16-F0), cuando el receptor estaba
sobrexpresado. También observaron que al inhibir SOX10 mediante siRNA y al no afectar los

patrones de Tyro3, se veia una reduccion en los niveles de MITF-M (Zhu, Wurdak et al. 2009).
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Figura 10. Principales vias de sefializacion de Tyro3. En este caso se ha descrito la estimulacion del

receptor por parte del ligando proteina S. En este caso la via de Akt, al igual que en MerTk y Axl,

favorecen la supervivencia celular, pero también activan la via proapoptotica mediante FASL. La via de

PI3K, al igual que en los receptores hermanos, permite la reorganizaciéon de la actina y la migracion

celular. En este caso aparece una nueva funcidon que es la reabsorcion de hueso en los osteoclastos,

mediante la via de ERK '5. El proceso de agregacion plaquetaria ocurre igual que en MerTk y Axl,

mediante la activacion de integrinas a través de Akt. Adaptado de (Linger, Keating et al. 2008).
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El Cancer

El crecimiento y el desarrollo celular es un proceso delicado y sofisticado, que estd
regulado cuidadosamente. En organismos jovenes en desarrollo, la tasa de multiplicacion celular
excede la de muerte, lo que permite el crecimiento. En individuos adultos se alcanza un estado
estable, donde las tasas de muerte y proliferacion celular estan equilibradas. Dependiendo del
tipo celular, su vida media varia, por lo que las tasas de crecimiento y muerte son diferentes.
Algunos leucocitos tienen una tasa alta de reposicion, mientras que otros como los hepatocitos y
neuronas tienen vidas mucho mas largas. La regulacion de ambos procesos es especifica, y
eficiente. Cuando alguna célula escapa al delicado proceso de regulacién y se desarrolla al
margen de las demandas del organismo puede tener consecuencias patologicas, desarrollando lo

que se conoce como tumor (Hanahan and Weinberg 2000).

Las masas tumorales suelen aparecer con frecuencia en animales y seres humanos de
edad avanzada, y en su mayoria no representan riesgo para el huésped, ya que son pequeiias y
localizadas, conociéndose como tumores benignos. Estan caracterizados por tener una
composicion celular similar a tejidos normales, y se comportan como tales. Este tipo de tumor
solo puede llegar a amenazar la vida de los afectados, si su tamafio afecta las funciones normales
o si secreta cantidades excesivas de sustancias biologicas como algunas hormonas (Hanahan and

Weinberg 2000).

Existe otro tipo de células que forman tumores malignos o cancerigenos, que se
caracterizan por una tasa de crecimiento y division superior a las células normales. La mayoria
de estos tumores desarrolla la capacidad de invadir tejidos circundantes, el torrente sanguineo, y
finalmente se alojan en tejidos y 6rganos distantes del sitio de origen, fendmeno conocido como
metastasis. Este proceso es de gran relevancia clinica, ya que es el causante del 90% de las
muertes por cancer. La principal diferencia entre los tumores malignos y los benignos es su

capacidad de diseminacion e invasion (Li, Ye et al. 2009).
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Se puede desarrollar cancer en la mayoria de los aproximadamente 300 tipos celulares,
habiéndose identificado aproximadamente 200 tipos diferentes de cancer. Normalmente las
células se clasifican segun su origen embrionario, y los tumores siguen esta clasificacion:
carcinomas si derivan del endodermo o el ectodermo y sarcomas, si provienen del mesodermo.
Mientras la mayoria de los tumores crecen como masas solidas, las leucemias son una clase de
sarcomas derivadas de células sanguineas que se encuentran en suspension, al igual que los

linfomas, que se desarrollan a partir de linfocitos (Hanahan and Weinberg 2000).

En el ano 2000 Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg 2000) publicaron un
resumen de las caracteristicas mas relevantes del cancer, en el que destacaron 6 funciones
celulares que pueden ser clave para el desarrollo de la enfermedad: vias de sefializacion de auto-
crecimiento, insensibilidad ante sefiales de inhibicion de crecimiento, evasion de la apoptosis,
potencial ilimitado de replicacion, proceso de angiogénesis sostenida y capacidad invasiva y
metastasis. Como hemos visto en las anteriores secciones, el sistema TAM interviene en al
menos cuatro de estas funciones (crecimiento, apoptosis, angiogénesis e invasion y metéstasis),
lo que sugiere que puede tener un papel en el desarrollo del cancer (Gustafsson, Martuszewska et
al. 2009; Li, Ye et al. 2009; Zhu, Wurdak et al. 2009; He, Zhang et al. 2010; Linger, Keating et
al. 2010; Rankin, Fuh et al. 2010; Ye, Li et al. 2010; Ou, Corson et al. 2011; Verma, Warner et
al. 2011; Korshunov 2012; Linger, Cohen et al. 2012; Mishra, Wang et al. 2012).

Recientemente se ha discutido la ampliacion de los 6 parametros necesarios para el
desarrollo del cancer a 7, con la incorporacion de la inflamacién tumoral (Schmidt, Ben-Batalla
et al. 2012). Se han identificado diferentes tipos de células asociadas a este proceso en pacientes
con cancer, principalmente macréfagos, que junto a las células T componen la mayoria de las
células inmunitarias en el microambiente tumoral (Mantovani, Allavena et al. 2008;
Grivennikov, Greten et al. 2010; Qian and Pollard 2010). ). En este proceso inflamatorio, se ha
descrito un papel fundamental del sistema TAM. Se ha visto que los macréfagos relacionados
con tumores (tumor associated macrophages, TAMs), expresan mayores niveles de Gas6 que
otros ubicados en otras partes del organismo, como pulmones. En experimentos con macréfagos
mutantes para Gas6 (knockout), se ha visto una reducida capacidad de estimular la proliferacion

de células tumorales por parte de estos (Loges, Schmidt et al. 2010). Como indican los autores de
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la revision de Schmidt et al., los macréfagos parecen jugar un papel tipo ‘‘ying and yang’’ en
tumores, estimulando la proliferacion de células tumorales, y dirigiendo también el sistema pro-
inflamatorio para eliminarlas. Asociado a esto, se ha identificado el rol de Gas6 y el sistema
TAM, como promotores de la actividad tumoral por medio de los macrofagos asociados a
tumores, aunque aun falta por estudiar los mecanismos asociados a este proceso (Schmidt, Ben-

Batalla et al. 2012).

Procesos claves para el desarrollo del cancer

Las células normales requieren de sefiales externas de factores de crecimiento para
estimular su division que son transmitidas desde el exterior al interior mediante receptores
transmembrana. Las células cancerigenas logran alcanzar un estado de crecimiento
descontrolado, en parte debido a que no requieren de los estimulos o sefiales externas. Esto se
puede deber a que generan sus propias sefiales, o a que logran intervenir en el sistema de
sefializacion activando las vias pro mitoticas, de tal manera que consiguen proliferar
descontroladamente sin estimulos o amplifican el mas minimo que puedan percibir (Hanahan and

Weinberg 2000).

La mayoria de los receptores de sefiales de crecimiento tienen actividad quinasa, por lo
que pudiera considerarse que los receptores TAM pueden actuar como receptores de factores de
crecimiento. En el tejido normal existen diversas sefiales anti proliferativas, que mantienen
controlados los mecanismos de proliferacion y crecimiento. Funcionan de manera opuesta a los
factores de crecimiento descritos anteriormente. El crecimiento puede ser bloqueado por estas
sefiales de dos maneras: o las células son estimuladas para salir del ciclo de proliferacion, para
entrar en un estado de reposo reversible; o bien pueden renunciar completamente a este, entrando
en estados post mitoticos donde las células adquieren rasgos de diferenciacion especificos
(Hanahan and Weinberg 2000). La habilidad de las células tumorales de expandirse no solo
depende de su capacidad proliferativa, sino también de su capacidad de evitar la via de muerte

programada o apoptosis. Diversos estudios han demostrado que practicamente todos los tipos
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celulares pasan por este mecanismo de regulacion. Este proceso depende de dos tipos de
componentes celulares: los sensores, y los efectores. De esta manera se detectan e identifican
células que por diversos motivos deben morir, y luego pasan al proceso de eliminacion (Hanahan

and Weinberg 2000).

La suma de los tres procesos anteriores, permitiria pensar que la célula puede replicarse
infinitamente si reciben las sefales adecuadas, pero esto no es asi. Estudios han identificado en
células de mamiferos medios de regulacion independientes de sefiales externas, que limitan su
multiplicacion indefinida (Hanahan and Weinberg 2000). Se han identificado dos vias por las
cuales las células pueden replicarse ilimitadamente: mediante el mantenimiento adecuado de la
longitud de los teldmeros mediante la enzima telomerasa, que garantiza el mantenimiento integro
de la informacion genética (Hayflick 2000); y mediante la evasion del proceso de senescencia
celular, que es el mecanismo natural que tienen las células para envejecer y morir, debido

acortamiento de teldmeros, dafios por fArmacos, mutaciones, entre otros (Hayflick 1997).

La proliferacion y funcion celular requieren de oxigeno y nutrientes, que son
suministrados por el sistema vascular. De igual manera ocurre con las células cancerigenas, en
cuyo caso requieren de mas sustancias para mantener sus funciones bioldgicas debido a su
agresiva tasa de proliferacion. De esta manera los tumores requieren del proceso de
angiogénesis, o formacion de nuevos vasos sanguineos, para el mantenimiento de su creciente
numero de células y su respectiva demanda de nutrientes (Hanahan and Weinberg 2000). Se sabe
que el factor vascular de crecimiento endotelial (VEGF), tiene un rol en el desarrollo de nuevos
vasos sanguineos. Como se presento en el apartado de activacion de los receptores, se ha visto
que el complejo Gas6/Ax] es capaz de inhibir la funcion del receptor VEGF, al evitar su
activacion por parte de su ligando (Gallicchio, Mitola et al. 2005), asi como se ha reportado que
estimula la fosforilacion ligando independiente de Axl por medio de VEGF-A, que a su vez
activa la via de Akt, la cual promueve el proceso de angiogénesis (Ruan and Kazlauskas 2012).

Esta es otra evidencia mas de como el sistema TAM, puede influenciar el desarrollo del cancer.

En el altimo estadio de desarrollo de los tumores, estos adquieren la capacidad de invadir

y colonizar nuevos tejidos adyacentes o distantes, lo que se conoce como metastasis. Como en la
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formacion de la masa tumoral primaria, este proceso requiere de los otros cinco procesos para ser
efectivo. Se trata de un proceso complejo, que no se conoce completamente, y que involucra
diferentes procesos celulares (Hanahan and Weinberg 2000; Rankin, Fuh et al. 2010; Korshunov
2012; Mishra, Wang et al. 2012). El receptor del sistema TAM mas estudiado en este proceso es
AxI. Se ha observado su sobrexpresion en células altamente metastaticas (He, Zhang et al. 2010),
y se ha observado que este receptor deja de estar regulado por Gas6 bajo condiciones de hipoxia
(Mishra, Wang et al. 2012), favoreciendo la proliferacion del tumor. También se ha reportado,
que el proceso de shedding sobre el receptor MerTk, estimula el proceso de formacién de

endotelio en el tumor, al bloquear a Gaso6, el cual inhibe este proceso (Png, Halberg et al. 2012).

Dentro de los procesos claves para el desarrollo del cancer, se ha estudiado en los tltimos
10 afios el efecto del proceso inflamatorio en esta enfermedad. Se ha logrado identificar que las
células T y los receptores TAM son las células del sistema inmune mas abundantes en el
microambiente de los tumores. Debido a la plasticidad de los macréfagos, se han clasificados los
mismos en M1 y M2, segun su efecto proinflamatorio o antiinflamtorio, respectivamente. Los
primeros son los responsables de la respuesta inmune tipo I, y son activados por productos
microbianos, interferon —a y lo receptores tipo Toll (TLR). Son los responsables de liberar altos
niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-1-6-12-23) y del factor de necrosis alfa de tumor
(TNF—a). Exhiben asi un fenotipo proinflamatorio, que permite la respuesta antitumoral,
mediante la activacion de las células inmunes, y la fagocitosis de las células cancerigenas. Por el
caso contrario, los macréfagos M2 son activados por las citoquinas antiinflamatorias T helper 2
(Th2), como la IL-4-10-13 e incluso la IL-6. Esto deriva en la regulacién negativa de la
expresion de MHCII e IL-12, adquiriendo un fenotipo antiinflamatorio. Ademas expresan
citoquinas proangiogénicas, como VEGF y EGF. De esta manera suprimen el proceso
inflamatorio, y promueven la remodelacion del tejido y la progresion tumoral (Schmidt, Ben-

Batalla et al. 2012).

Como se comento en la descripcion del sistema TAM, el mismo puede actuar en modelos
proinflamatorios y antiinflamatorios, por lo que su presencia puede favorecer tanto la via de los
macréfagos M1, como la de los M2. A pesar de que se requieren mas estudios para definir el rol

del sistema TAM en este caso, se ha descrito que los miembros del sistema han tenido un efecto
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Inmunosupresor y procancerigeno en tumores murinos y humanos, favoreciendo su progresion
(Schmidt, Ben-Batalla et al. 2012). La informacién que se ha ido recolectando sobre este tema
sugiere que el sistema TAM tiene un papel importante en la determinacion del tipo de respuesta

inmunitaria en cancer.

Efecto de Gas6 en cancer

A partir de la informacion expuesta anteriormente sobre las funciones del sistema TAM,
es posible pensar que este subgrupo de proteinas tirosina quinasa tiene influencia sobre el cancer.
Por una parte, la implicacion de Gas6 en la regulacion de la homeostasis celular por su actividad
antiapoptotica y mitogénica. De hecho, la via de Akt activada por la sefial de Gas6-Axl es una de
las més prometedoras en cuanto a su posible modificacion terapéutica en cancer (Luo, Manning
et al. 2003). Por otra, los receptores de la familia de AxI confieren a las células propiedades de
adhesion especificas. Ademas, Gas6 y Axl tienen un papel en la formacion de capilares
sanguineos funcionales a través de la diferenciacion de pericitos y en la formacion de capilares

estancos (Collett, Wood et al. 2003; Lutgens, Tjwa et al. 2008).

Finalmente, la participacion en la regulacion de la inflamacioén puede ser importante para
el desarrollo tumoral. En los tltimos 10 afos se ha avanzado mucho en el conocimiento del
efecto de la respuesta inflamatoria en el cancer, lo que amplia los conocimientos de esta
enfermedad y sus diferentes mecanismos de accién (Coussens and Werb 2002; Schmidt, Ben-
Batalla et al. 2012). La metastasis es un proceso que inicia respuestas inflamatorias que son
esenciales en los procesos de vascularizacion y crecimiento del tumor. En este contexto, la
funcion de Gas6 podria ser importante para modular las caracteristicas de adhesividad,
supervivencia, y vascularizacion de las células metastaticas, asi como controlar la respuesta
inmunitaria innata. Mdas adelante en la tabla I, se presentan los tipos de cancer en donde Gas6 ha

sido investigado.
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Efecto de los receptores TAM en cancer

Ademas de estas evidencias experimentales sobre el papel de Gas6 en procesos
implicados en el desarrollo del cancer, existen abundantes estudios sobre la expresion de Gas6 y
sus receptores en este grupo de patologias. Axl, Gas6 y en algunos casos Tyro3 y proteina S se
han encontrado en cancer de pulmon, donde la expresion elevada de Axl se ha asociado con las
caracteristicas altamente metastaticas de ciertos canceres de pulmoén y con las propiedades de
adhesion de estas células tumorales (Wimmel, Rohner et al. 1999; Wimmel, Glitz et al. 2001;
Nakano, Tani et al. 2003; Vaughan, Singh et al. 2012). Otros estudios han evaluado la expresion
de los componentes del sistema Gas6/ProS-TAM en carcinomas de rifion (Chung, Malkowicz et
al. 2003); en carcinoma de tiroides (Ito, Ito et al. 1999; Ito, Nakashima et al. 2002), cancer de
mama (Berclaz, Altermatt et al. 2001; Zantek, Walker-Daniels et al. 2001; Meric, Lee et al.
2002); cancer gastrico (Lin, Li et al. 1999; Wu, Li et al. 2002); cancer de colon (Craven, Xu et
al. 1995) y melanomas (Easty, Ganz et al. 1993; Demarest, Gardner et al. 2013). La expresion de
Axl también se ha encontrado aumentada en leucemias, incluyendo leucemia mieloide aguda
(Neubauer, Fiebeler et al. 1994; Neubauer, Burchert et al. 1997; Dirks, Rome et al. 1999;
Rochlitz, Lohri et al. 1999); , y en leucemias eritro-megacariociticas, pero en general no en
leucemias de origen linfoide. En algunos de estos estudios, la expresion de los receptores de la
familia Axl se asociaba significativamente con un peor prondstico de la enfermedad como por
ejemplo en cancer gastrico y leucemia mielocitica aguda (Lin, Li et al. 1999). Recientemente
también se ha asociado una sobreexpresion de Axl y su ligando Gas6, con el desarrollo de
schwannomas o tumores de las células de schwann (Ammoun, Provenzano et al. 2013),

ampliando el efecto que puede tener este receptor en el desarrollo de diferentes tipos de cancer.

A continuacién en la tabla I, se resumen los diferentes estudios sobre la expresion de los

receptores y ligando del sistema TAM, en diferentes tipos de cancer.
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Tipos de cancer Axl MerTk | Tyro3 Gasb Prot. S Referencia
(Cui, Han et al. 2012; Ishikawa,
Adenocarcinoma + N.D. N.D. + N.D. Sonobe et al. 2012(Gustafsson,
Bostrom et al. 2009))
(Chung, Malkowicz et al. 2003;
Clarcmoma de N N.D. N.D. N N.D. Gustafsson, Bostrom et al. 2009;
células renales Gustafsson, Martuszewska et al.
2009)
Colon + N.D. N.D. N.D. N.D. (Craven, Xu et al. 1995)

C (Wu, Li et al. 2002; Sawabu,
Gastrico + + N.D. N.D. N.D. Seno et al. 2007)
Glandula N.D. + N.D. | N.D. N.D. (Evans, Young et al. 2001)
Pituitaria
. (Vajkoczy, Knyazev et al. 2006;

Glioblastoma + N.D. N.D. + N.D. Hutterer, Knyazev et al. 2008)

, (He, Zhang et al. 2010; Xu, Chan

Higado + N.D. N.D. + N.D. et al. 2011)
(Crosier, Hall et al. 1995;
Leucemias N N . N N.D Challier, Uphoff et al. 1996;
e Brandao, Migdall-Wilson et al.
2011; Dufies, Jacquel et al. 2011)
Leucemias (Graham, Salzberg et al. 2006;
. N.D. + N.D. + N.D. Brandao, Migdall-Wilson et al.
linfoides
2011)
Linfoma de
células del N.D. + N.D. N.D. N.D. (Ek, Hogerkorp et al. 2002)
manto
(Zhang, Knyazev et al. 2008;
Linger, Keating et al. 2010;
Mamas * * N.D. * N.D. Mackiewicz, Huppi et al. 2011;
Vuoriluoto, Haugen et al. 2011)
(van Ginkel, Gee et al. 2004;
Gyorffy and Lage 2007; Sensi,
Melanoma * * * * N.D. Catani et al. 2011(Zhu, Wurdak
et al. 2009))
lealc?mas N.D. N.D. + + N.D. (De Vos, Couderc et al. 2001)
multiples
Mesotelioma + N.D. N.D. N.D. N.D. (Pinato, Mauri et al. 2013)
Osteosarcoma + N.D. N.D. + N.D. (Russell, Taichman et al.2013,
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Nakano, Tani et al. 2003)
(Sun, Fujimoto et al. 2004;
Ovario + N.D. N.D. + N.D. Macleod, Mullen et al. 2005;
Rankin, Fuh et al. 2010)
(Sainaghi, Castello et al. 2005;
, Shiozawa, Pedersen et al. 2010;
+ + .D. + .D.
Prostata N.D N.D Mishra, Wang et al. 2012;
Paccez, Vasques et al. 2012)
(Wimmel, Glitz et al. 2001;
Pulmodn + N.D. N.D. N.D. N.D. Shieh, Lai et al. 2005)(Vaughan,
Singh et al. 2012)
Tumores del
sistema nervioso (Ammoun, Provenzano et al
(schwanomas, + N.D. N.D. N.D. N.D. : 2013) *
meningiuomas,
ependioma)
(Ito, Ito et al. 1999; Ito,
Tiroides + N.D. + + N.D. Nakashima et al. 2002; Avilla,
Guarino et al. 2011)
Uterino + N.D. + + N.D. (Sun, Fujimoto et al. 2003)

Tabla I. Expresion de los receptores TAM en diferentes tipos de cancer. Con un simbolo (+) se

indica la presencia de dicho receptor en las células cancerigenas indicadas en la mayoria de los

casos, mientras que N.D. indica que no se ha determinado su presencia en los diferentes tipos de

cancer citados.

Estudios experimentales del sistema TAM en cancer

La presencia de Axl en cancer de prostata ha sido confirmada, asi como su sobrexpresion

ha sido descrita como factor transformador en algunos tipos de célula. Partiendo de estas

afirmaciones, Sainagui et al. querian evaluar el posible efecto que tenia el ligando de AxIl, Gas6,

sobre la proliferacion y supervivencia de lineas celulares de este tipo de cancer (Sainaghi,

Castello et al. 2005). Comprobaron que las lineas celulares DU 145 y PC-3 expresan Axl mRNA,

y que Gas6 estimulaba a Axl, al evidenciar la presencia del receptor fosforilado en muestras
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donde se ha afiadido el ligando. Comprobaron ademas que la via de sefializacion resultante de la
estimulacion de AxI por Gas6 es la de Akt y MAPK, al evidenciar la presencia de estas proteinas
fosforiladas en los extractos celulares. La activacion de esta via de senalizacion por Gas6
favorece la capacidad proliferativa de las células cancerigenas. Comprobaron también que la ruta
que emplea Gas6 para aumentar la supervivencia de las células no es por la via de inhibicion de
la apoptosis, ya que no evidenciaron cambios en este proceso cuando se afiadia Gas6 exdgeno a
cultivos células expuestos a deprivacion de factores de crecimiento (Sainaghi, Castello et al.

2005).

Se ha reportado que Axl también esta sobreexpresado en la mayoria de las lineas
celulares de glioma, siendo los glioblastomas multiformes la forma més comun y agresiva de
cancer de cerebro. Ademas se ha asociado esta caracteristica con un aumento de las propiedades
invasivas de las células cancerigenas, asi como la supresion de Axl detiene la migracion de las
células de glioma, en modelos de raton, asi como en muestras patologicas (Vajkoczy, Knyazev et
al. 2006; Hutterer, Knyazev et al. 2008). El grupo de Hutterer, investig6 la situacion de Axl y
Gas6 evidenciando que en muestras de gliomas, habia expresion de Axl y Gas6 a nivel proteico y
de mRNA, y que en muestras de pacientes con glioblastomas multiformes una mayor expresion
de Axl y coexpresion de Axl/Gas6 esta asociada con una mayor progresion del tumor en el
tiempo y una menor supervivencia. Estos investigadores también evidenciaron una alta
capacidad migratoria de las células de estos tumores, al observar patrones de movilizacién en
ensayos de inmunohistoquimica con muestras de pacientes de glioma con respecto a Axl. Con
este estudio sugirieron que el sistema Gas6/Axl, puede ser un buen blanco para desarrollar

nuevas terapias contra el tratamiento de gliomas (Hutterer, Knyazev et al. 2008).

En el afio 2009 Zhu et al. no solo identificaron una nueva via de sefializacion para Tyro3,
como se menciond anteriormente en el correspondiente apartado, sino que ademas identificaron
como este receptor favorece el desarrollo de cancer. Vieron como en melanomas malignos, que
representan la forma mas agresiva de cancer con 75% de las muertes causadas por cancer de piel,
Tyro3 favorece la expresion de diferentes isoformas del factor de transcripcion asociado con
microftalmia (MITF), el cual estd involucrado en el desarrollo de melanocitos y osteoclastos, y
cuya expresion se encuentra incrementada en melanomas. La isoforma M de MITF puede afectar

el desarrollo de los melanocitos al inducir diferentes factores de transcripcion, como es el caso de
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SOX10. Observaron ademas en muestras de tejido de melanoma, que al avanzar los estadios de
la enfermedad, se obtenian mayores niveles de expresion de Tyro3, en comparacion a tejido
sano. Un aumento en los niveles del receptor, se correspondian también con altos niveles de
MITF-M presente en el mismo tejido. Destacaron que en dichas muestras no se observaron
cambios en la expresion de Axl ni MerTk, lo que atribuye a Tyro3 un papel protagdnico dentro
del sistema TAM en este tipo de cancer (Zhu, Wurdak et al. 2009). Para comprobar el efecto
directo de Tyro3 sobre la proliferacion y supervivencia de melanomas, evaluaron el efecto que
tenia silenciar el gen de Tyro3 mediante siRNAs sobre lineas celulares de este tipo de cancer.
Observaron una disminuida tasa de proliferacion y una mayor sensibilidad a farmacos como
cisplatino y docetaxel, aunque no evidenciaron mayores diferencias con el uso de temozolodina
(Zhu, Wurdak et al. 2009). Con estos experimentos, los investigadores comprobaron que la
sobrexpresion de Tyro3 favorece el desarrollo y proliferacion de melanomas, y propusieron que

agentes capaces de bloquear su funcidn, pueden ser terapéutico para esta enfermedad.

También en el afio 2009, Gustafsson et al. quisieron profundizar en el papel que ejercen
Gas6 y Axl en el carcinoma de rifion. Este grupo de investigadores, evidenciaron una relacion
entre patrones de expresion de Axl y Gas6 y la supervivencia de los pacientes. Observaron que
pacientes con altos niveles de mRNA de Axl, presentaban una baja tasa de supervivencia de 25%
al final del estudio, mientras que aquellos con bajos niveles del receptor, poseian una tasa de
supervivencia del 70%. Incluso cuando estos Ultimos también poseian altos niveles de mRNA
Gaso6, la tasa de supervivencia aumentaba un poco mas (Gustafsson, Martuszewska et al. 2009).
En lineas celulares de carcinoma de rifidén (ccRCC 786-0), modulando la expresion de Axl
mediante siRNA, y afiadiendo Gas6 exogeno, evidenciaron que limitaban la capacidad
migratoria de las células, mientras que la presencia o ausencia del receptor, no afectaban los
resultados significativamente. Al probar la viabilidad de la linea celular, solo observaron
disminucién en la misma con la adiciéon de Gas6 al medio, mientras que el bloqueo de Axl no
mostrd diferencias. En los ensayos de capacidad invasiva, no observaron diferencias al afadir

Gas6, ni al bloquear la expresion de Axl (Gustafsson, Bostrom et al. 2009).

La linea celular utilizada por estos investigadores, se caracteriza por no expresar la
proteina von Hippel-Lindau (VHL), una proteina supresora de tumores. Incluso al adicionar

VHL exdgeno a las células estudiadas, los investigadores no evidenciaron mayores diferencias
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en la expresion de mRNA de AxI ni de Gas6 con respecto a las células sin estimulo. Pero al
analizar subclonajes de las células reconstituidas con VHL, observaron una disminucién
considerable de la expresion a nivel proteico de Axl, mas no en los niveles de mRNA, a casi la
mitad. Al analizar otras lineas celulares de carcinoma de rifidon con defectos en VHL, también
observaron altos niveles de Axl. Con esto sugirieron entonces que, la pérdida de expresion de
VHL permite un aumento en la expresion de Axl. Al anadir Gas6 por 6 horas a la linea celular
empleada, observaron una disminucion en los niveles de Axl tiempo-dependiente. Con estos
experimentos, Gustafsson et al. sugieren que Gas6 puede tener un papel protector en la
enfermedad, mientras que no identifican un papel claro de Axl en la disminucion de la tasa de
supervivencia de la enfermedad. Los autores sugieren que el efecto de Axl como factor
protumoral se ve potenciado por la ausencia de VHL en las células de carcinoma de rinén

(Gustafsson, Bostrom et al. 2009).

Usando un modelo de raton mutante para Gas6 (Gas6 -/- knockout), los investigadores
Loges et al., querian estudiar el papel que desempenia esta proteina en cancer y ayudar a elucidar
el efecto de Gas6 sobre leucocitos, los cuales pueden jugar un rol importante en la progresion
tumoral. Como se coment6 anteriormente, se ha visto que los macroéfagos pueden jugar un papel
determinante en los tumores, al promover o suprimir su desarrollo, segiin su fenotipo M2 o M1
respectivamente (Mantovani and Sica 2010). Debido a que Gas6 se expresa en las células
hematopoyéticas (Avanzi, Gallicchio et al. 1997), querian evaluar el posible efecto de Gas6 en
modular la progresion de tumores. En los experimentos con diferentes modelos de tumor en
ratones, describieron que aquellos que carecian de Gas6 mostraban una reduccion en la tasa de
progresion y metastasis tumoral de entre un 35% y 55%. En estudios in vitro, con dosis exdgenas
de Gas6 recombinante, observaron que esta proteina favorecia la progresion de las células
tumorales. Mediante el andlisis de varias citoquinas y su efecto en la produccion de Gas6 en
macrofagos diferenciados, observaron que IL-10 y M-CSF estimulaban la produccion del
ligando. Por tltimo, confirmaron el papel que juega Gas6 en la progresion de tumores en ratones.
Practicaron el trasplante de médula 6sea sana, a ratones Gas6 knockout, y evidenciaron un
crecimiento del tumor asociado a la recuperacion de la produccion de esta proteina en leucocitos
infiltrados en las zonas intratumorales (TAMs). En el caso contrario, cuando trasplantaron
medula 6sea de ratones Gas6 knockout a ratones silvestres, observaron una reduccion en la tasa

de crecimiento tumoral. Estos autores también fueron los primeros en evidenciar que la ausencia
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de Gas6 no limita el proceso de angiogénesis en estadios sanos o de enfermedad (Loges, Schmidt

et al. 2010).

En el afio 2010 Gjerdum et. al, analizaron presencia de Axl en cancer de mamas, y
observaron que éste estd asociado a un mal prondstico, y que ademds su expresion es mas
elevada en tumores metastaticos que en carcinomas de mamas primarios. Al estudiar el papel de
AxI en la capacidad invasiva de lineas celulares de cancer de mama, observaron que este es muy
importante, al ver como este proceso se veia disminuido cuando el receptor era bloqueado
mediante shRNA. Analizaron la influencia de factores pro EMT en el aumento de expresion de
Axl, al inducir la expresion de estos en células (MCF10A) mediante construcciones retrovirales.
Observaron también, que células que expresan factores de transcripcion en la transicion epitelio-
mesenquima (EMT) tenian altos niveles de Axl. Por tltimo, los investigadores evaluaron el
efecto de Axl en la capacidad de desarrollar metastasis, al inyectar ratones con células tumorales
y con células tumorales que no expresaban Axl, mediante el uso de shRNA. Durante las nueves
semanas que duro el experimento, no evidenciaron metastasis en los ratones con las células
tumorales mutadas, mientras que si en aquellos sin mutacion de Axl. También evidenciaron una
menor tasa de crecimiento tumoral en los ratones con las células tumorales Axl knockout, pero
las mismas formaron al final grandes tumores primarios, al igual que sus homologos (Gjerdrum,
Tiron et al. 2010). Esta es una importante investigacion, donde se evidencio el importante efecto

que tiene Axl, sobre el diagnoéstico y la progresion del cancer de mamas.

El proceso de metastasis

El proceso de metastasis se describe como el ultimo estadio de desarrollo del cancer,
donde las células tumorales se expanden del 6rgano o tejido de origen, y colonizan 6rganos
distantes, usando el sistema sanguineo y linfatico como medio de expansion. Es uno de los
procesos cancerigenos mas dificiles de estudiar, debido a que un numero reducido de células
participa en €1, sumado a la dificultad de poder tener acceso a los sitios anatomicos donde ocurre
el proceso. Este mecanismo de expansion del tumor requiere de una serie de procesos celulares

de invasidn-migracion, ademas de que las células involucradas deben ser capaces de proliferar,
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sobrevivir y adherirse al nuevo tejido invadido. Solo un ntimero pequefio de células tumorales
tienen esta capacidad, por lo que el proceso es generalmente ineficiente e impredecible (Sahai
2007). Para entender este proceso, es crucial el conocimiento de los mecanismos por los cuales
las células salen del tumor primario, logran invadir el sistema linfitico y sanguineo, y

posteriormente invaden nuevos tejidos.

El efecto de Gas6 y Axl en la metastasis

De los tres receptores pertenecientes al sistema TAM, AxIl es el que ha sido mas
estudiado en este proceso. El efecto de la sobrexpresion del receptor en diferentes tipos de
cancer, lo convierte en un buen candidato para el estudio de su efecto en la metéstasis. Se ha
demostrado su efecto a favor de este proceso en estudios con células de hepatocarcinoma de
raton (He, Zhang et al. 2010). En este caso evidenciaron que células cancerigenas con alta
capacidad metastatica, contenian mayores niveles de Axl, que aquellas que se caracterizaban por
tener menor capacidad metastatica. Estas observaciones las llevaron a cabo mediante el estudio
del perfil de expresion génica de Axl de ambas lineas celulares (Hca-F y Hca-P). Incluso
llegaron a reducir la capacidad migratoria y proliferativa de las células con alta tasa de
metastasis, mediante el uso de siRNA dirigidos a bloquear este receptor (He, Zhang et al. 2010).
Este estudio sugiere asi, que Axl tiene un papel importante en el proceso de metastasis del

hepatocarcinoma de ratones.

En el mismo afio 2010, Gjerdrum et al., investigaron el proceso de metastasis mediante el
mecanismo de transicion epitelio-mesenquima (EMT), que permite a las células endoteliales
convertirse en células migratorias. En dicho proceso las células alteran su perfil de expresion
genética, disminuyendo los mecanismos que permiten su adhesion a otras células, y favoreciendo
cambios en el citoesqueleto que facilitan su movilidad y migracion. Debido a la alta tasa de
metastasis del cancer de mamas, y la expresion de Axl en tejido embrionario, decidieron estudiar

el efecto de este receptor en cancer de mamas (Gjerdrum, Tiron et al. 2010).

En el caso de la metéstasis en el cancer de ovario de humanos, se observo que Axl no se

expresaba en el epitelio de la superficie del ovario, mientras que en tumores en el primer y
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segundo estadio de desarrollo, presentaban una tincioén positiva para la presencia del receptor en
un 73% de los casos en este tejido (Rankin, Fuh et al. 2010). Esto demuestra una diferencia
significativa entre el tejido sano y el cancerigeno, y sugiere un efecto de Axl en el desarrollo de
la enfermedad. Este equipo quiso estudiar con esto el posible efecto que podia tener el bloqueo
del receptor, en el progreso de la metéstasis. Para ello usaron ratones immunosuprimidos
inoculados con células metastaticas SKOV3ip.1, y tratados con Axl soluble mediante un sistema
de adenovirus, que estimulaba la produccion de este fragmento del receptor en el higado con el
fin de secuestrar al ligando (Gas6) en plasma y evitar asi la estimulacion del receptor. Con este
experimento no solo evidenciaron una disminucién en la invasion de otros tejidos por parte de
las células tumorales, sino que ademas observaron una disminucion del tamafio y numero de los

tumores (Rankin, Fuh et al. 2010).

En un estudio sobre el comportamiento de Gas6 y Axl en cancer de prostata bajo
condiciones de hipoxia, se reveld que el receptor deja de estar regulado por su ligando en este
caso, favoreciendo la sobreexpresion del receptor. Se propone ademads, que en estas regiones se
inicia y se favorece el proceso de migracion e invasion de las células tumorales, permitiendo la
metastasis. Se demostrd también, que Gas6 tiene un efecto supresor sobre la expresion de Axl, y

que este proceso se revierte en ambientes hipdxicos (Mishra, Wang et al. 2012).

Recientemente los investigadores Png et al. estudiaron el efecto que tenia un pequefio
fragmento de RNA o microRNA (miRNA), descubierto por ellos, en el proceso de metastasis
tumoral, concretamente el del miR-126. Observaron que la implantacion de células de cancer de
mama con la variante knockout de este fragmento de RNA en ratones inmunosuprimidos,
aumentaba significativamente la colonizacion metastatica de los pulmones, cerebro, entre otros,
mientras que las variantes de las células sin modificar, mientras que no se observaba un aumento
significativo en la proliferaciéon in vitro de las células, ni en el volumen de los tumores
mamarios. En las células tumorales sin la inhibicidon de miR-126, observaron menor invasion en
organos y tejidos por parte de las células tumorales, y un menor nimero de nédulos metastaticos.
Al restablecer la expresion de miR-126 en células metastaticas trasvasadas al pulmén, disminuia
la capacidad de las mismas de colonizar nuevos tejidos. Estos primeros experimentos sugirieron
que este fragmento de RNA suprime el inicio del proceso de metastasis y de colonizacion (Png,

Halberg et al. 2012). Siguiendo con sus estudios, observaron que aquellas células metastaticas
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con la variante miR-126 knockout, presentaban mayor densidad de vasos sanguineos en zonas de
los pulmones, que las células controles, indicado por la mayor densidad de células endoteliales.
Al realizar un estudio de transcripcion, para evaluar el efecto que tiene miR-126, observaron que
la expresion de 8 genes era suprimida. Observaron que aquellos pacientes que mostraban
sobrexpresion de estos genes, tenian mayor posibilidad de desarrollar metastasis. Dentro de estos
genes se encontraba MERTK (Png, Halberg et al. 2012). Los investigadores observaron que el
knockout de MERTK, en lineas celulares metastaticas de pulmon, suprimi6 la capacidad de estas
de reclutar células endoteliales, mientras que su sobre expresion produjo el resultado contrario.
Sin embargo observaron que el bloqueo de este gen, no disminuia la proliferacion de las células
cancerigenas. Notaron ademas que la expresion de MerTk en tejido tumoral era mayor en
aquellos pacientes en estadios III y IV, que en aquellos en [ y II. Con esto concluyeron que miR-
126 tiene efecto sobre la expresion de MERTK, y que este gen es requerido para el reclutamiento
endotelial y la colonizacién metastatica. Observaron que la adicion de Gas6, potenciaba el efecto
de miR-126 al reducir el reclutamiento de células endoteliales in vitro. Observaron que la
formula soluble de MerTk estaba presente en cultivos de células metastaticas, y que su
concentracion aumentaba con la inhibicion de miR-126. Partiendo de este resultado, los
investigadores propusieron que el shedding del receptor favorecia el reclutamiento de células
endoteliales, al unirse e inhibir a Gas6. También observaron que la adicion de Gas6
recombinante al medio, reducia el reclutamiento de células endoteliales por parte de las lineas
celulares metastaticas. Y que la supresion de MERTK por parte de miR-126, reduce el efecto que

tiene Gas6 en reducir el reclutamiento de células endoteliales (Png, Halberg et al. 2012).

Estos son los experimentos mas relevantes, que sustentan la idea de que el sistema
Gas6/TAM juega un papel muy importante en el proceso de metastasis y que ademas pudiera ser
utilizado como blanco terapéutico, para aumentar la esperanza de vida de las personas que

padecen esta enfermedad.
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El cancer de Colon

El cancer de colon es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento descontrolado
de células o neoplasia, en el colon, recto y apéndice intestinal. Se cree que su desarrollo se inicia
a manera de adenoma, que es un tumor benigno que estructuralmente se asemeja a una glandula

(polipo de colon), y con el paso del tiempo se desarrolla como masa tumoral.

Incidencia

A nivel mundial es el tercer tipo de cancer con mayor incidencia, y el cuarto en tasa de
mortalidad, registrandose en 2008 1.2 millones de casos nuevos y 609.000 muertes. Segun
proyecciones poblacionales, la incidencia de esta enfermedad podrd aumentar en un 80% hasta

los 2.2 millones de nuevos casos anuales (Jemal, Bray et al. 2011).

En Europa se diagnostican cada afio mas de 400.000 casos nuevos de cancer de colon, el
13,6% de todos los casos de cancer, y se registraron mas de 207.000 muertes por esta
enfermedad en el ano 2009 (Zavoral, Suchanek et al. 2009). La enfermedad afecta
principalmente a personas entre los 60 y los 74 afios de edad en un 60% de los casos. Afecta mas
a hombres que a mujeres, y aproximadamente en un 80% mas a caucdsicos que a otros grupos
étnicos (Chagpar, Xing et al. 2012). La mayoria de los pacientes suelen sucumbir por el proceso

de metastasis que sufre el tumor al higado (McLeod and Murray 1999).

En la siguiente tabla II se presentan los valores de incidencia y mortalidad por cancer de

colon en la comunidad Europea en el afio 2009:
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A Ordenandopor ASE (Mundial) B Ordenzndo por ASE (Mundial)
valores medios: (1] 25 50 75 valores medios: o 10 20 30 40
Czech Republic |EEE—— Hungary  [E———
Humgary Czech Repubdic
i — o —
Norviay —— Denmark | ———
German ——— Siovenia ——
Luxembourg Ireland
Denmark Norway
The Netherlands Croatia
Croatia Germany
Treland Austria [
Austria The Netherlands |
Slowenia Belgium
Switzerland Russlan Federation
France Luxembouwrg
Italy Portugal
United Kingdom |[SE— Bosnia Herzegoving (I
Belgium Estonia
Iceland Labvia
Sweden Ukraine
Spain France
Portugal [ — United Kingdom | E———
Bosnla Herzegovina  [IE— Spain [ —

Foland

Estonia
Malta
Serbia and Montenegro

Foland [ —

Balarus
Lithuania
Malta

Albania Bulgarla
Findand E Sarbla and Monkenegro
Macedaonla Albania
Russian Federation [ Ttaly [
Moldova E— Moldova
Ukraine [IE—— Tceland [

Balarus
Lithuania
Bulgaria

Sweden
Switzerland
Romania

Latvia i Finland i
Romania B Hombres Macedonia M Hembezs
Greece [ O hlujerss Greece [ O Mfwjeres

Tabla II. Epidemiologia del Cancer de Colon en Europa en 2009. Calculado por cada 100.000
habitantes ASR Mundial (estandarizacion por edades). A. Incidencia de la enfermedad por sexo

y pais. B. Mortalidad por la enfermedad por sexo y pais. Adaptado de (Zavoral, Suchanek et al.
2009)

Estadios de desarrollo: diagndstico y tratamiento

El diagnostico tipico de esta enfermedad es mediante colonoscopia, tomando siempre una
muestra del tejido sospechoso para un andlisis de su composicion celular. Un diagnostico
oportuno, puede derivar en una cirugia, que puede resultar en la cura del paciente en un 90% de
los diagnosticos (Instituto Nacional para la Salud, NIH USA). Tumores en regiones cercanas
también pueden ser diagnosticados mediante técnicas de imagenes como la tomografia

computarizada en el caso de carcinoma renal.
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Hoy en dia se estan concentrando esfuerzos para lograr un diagndstico prematuro a nivel
genético efectivo contra el cancer de colon. Se ha calculado que la heredabilidad de la
enfermedad ronda el 35%, lo que sugiere que factores externos o ambientales juegan un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad. Diferentes estudios han atribuido diferencias en los
loci 8q24, 11923 y 15q13 en americanos de ascendencia europea, y en los loci 8q24 y 20p12 en
Afroamericanos, un aumento en el factor de riesgo para desarrollar cancer de colon (He, Wilkens
et al. 2011). Aun falta informacidon para poder llegar a un diagndstico mas preciso a nivel

genético de esta enfermedad.

El tratamiento basico de la enfermedad es mediante la practica de cirugia, extirpando el
tumor, seguido de quimioterapia y radioterapia segin el estadio de la enfermedad (Chagpar,
Xing et al. 2012). Para un diagndstico y tratamiento mas efectivo, el cancer se ha estratificado en

cuatro estadios basicos que se presentan a continuacion:

Estadio 0.

En este estadio se hayan células anormales en las membranas mas internas del recto.
Estas células anormales pueden desarrollarse en cancer, e invadir el tejido normal circundante.
Esta fase también es conocida como carcinoma in sifu. En este caso el tratamiento tipico es

quirdrgico, ya que las células se encuentran localizadas.

Estadio [

En este caso ya el cancer se ha formado y ha atravesado diferentes capas de membrana,
hasta alcanzar la capa interna del recto, pero no ha atravesado la capa mas externa o la parte
exterior del recto. Este estadio se conoce como A de Dukes. El tratamiento propuesto para este
estadio es quirtirgico. Si el cancer es intervenido en este paso, se tiene un 90% de posibilidades

de cura y supervivencia mas alla de 5 afios.
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Estadio 11

En esta fase el cancer se ha extendido a la parte externa del recto, y ha invadido otros
tejidos. En esta etapa no se han invadido los nédulos linfaticos. Este estadio corresponde a la fase
B de los estadios de Dukes. Aqui se sugiere igualmente la practica de una cirugia para extirpar
las células tumorales si el tumor es de bajo riesgo, mientras que si ya se clasifica como de alto
riesgo, la cirugia debe estar acompafiada de quimioterapia. La probabilidad de sobrevivir en este
estadio bajo el tratamiento adecuado es de un 70% aproximadamente, un poco menor que en el

estadio anterior.

Estadio 111

En el presente estadio el cancer se ha extendido hasta los nodulos linfaticos, pero no ha
invadido otras partes del cuerpo. El protocolo de tratamiento en este caso incluye cirugia y
quimioterapia en conjunto. Si los afectados son tratados en este estadio, los pacientes tienen una
probabilidad aproximada del 50% de sobrevivir mas alld de 5 afios. Este estadio también es

conocido como el estadio C de Dukes.

Estadio IV

En esta ultima etapa el cancer ha realizado el proceso metéstasis, y se ha extendido a
otros 6rganos y tejidos como el higado, pulmones, ovarios. En este caso se sugiere el tratamiento
con quimioterapia, y dependiendo de la extension del tumor se puede practicar una cirugia. Los
que padezcan esta enfermedad en este punto, tienen un 7% de probabilidad de sobrevivir mas
alla de los 5 afios si son tratados. Esta ultima fase también se conoce como el estadio D de

Dukes.

Debido a los estudios que se han expuesto anteriormente, se formuld la hipotesis de que
Gas6 y los receptores TAM pudieran tener un efecto en el cancer de colon. La disponibilidad de
diferentes tipos de muestras de pacientes de colon, obtenidas del Instituto Catalan de Oncologia

Cancer (ICO), permitio la realizacién de dichos experimentos.
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Lupus

El lupus es una enfermedad autoinmune sistémica compleja, que afecta diversidad de
organos, especialmente la piel, las articulaciones, los rifiones y la sangre. Se caracteriza por la
presencia de auto-anticuerpos contra diferentes nucleoproteinas. El término Lupus Eritematoso
fue introducido por primera vez por Cazevane en el siglo XIX para describir las lesiones en la
piel caracteristicas de esta enfermedad. Poco después fue descrita como una enfermedad

sistémica, y no unicamente dermatologica por Kaposi (Smith and Cyr 1988; Mevorach 2003).

Debido a su baja prevalencia en la poblacidn, el lupus es una enfermedad considerada
rara. En Europa puede afectar a 1 de cada 2500 personas, aunque es mas frecuente en aquellos de
raza no europea, sobre todo afro-americanos, hispanos, y nativos americanos. Afecta mas a
mujeres en edad fértil que a hombres, en una proporcion de 9 a 1 (Guerra, Vyse et al. 2012). Las
personas mas susceptibles de manifestar la enfermedad tienen entre 15 y 35 afios, pudiendo sufrir
varios episodios sintomaticos a lo largo de la vida. Los pacientes pueden experimentar periodos
de manifestacion de la enfermedad con diferentes intensidades, y periodos sin sintomas o signos

de la enfermedad (Maidhof and Hilas 2012).

Tipos de Lupus

Existen principalmente cuatro tipos de lupus:

Neonatal o lupus eritematoso pediatrico (NLE): es una forma rara de lupus que se presenta en

neonatos. Se cree que su desarrollo parte del paso de anticuerpos de la madre al hijo a través de
la placenta. La enfermedad solo se desarrolla en el 1-2% de los casos que presentan auto
anticuerpos maternos. Presentan comunmente problemas cardiacos, en el higado y piel. En
algunos casos los sintomas y signos desaparecen espontaneamente después de entre 4 y 6 meses

(Hon and Leung 2012).
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Lupus eritematoso discoideo (DLE): se manifiesta como una dermatitis cronica fotosensible, que

puede desarrollarse en lupus eritematoso sistémico, o ser parte de los sintomas de ésta. Se cree
que su origen es genético, ya que afecta principalmente a mujeres afro-americanas, entre 15 y 35
anos de edad. El diagndstico se realiza mediante biopsia del tejido que presenta erupciones. Su
tratamiento se basa en el uso de bloqueadores solares, corticoides y agentes antimalaricos para
prevenir y controlar las manifestaciones clinicas (Prystowsky and Gilliam 1975; Maidhof and

Hilas 2012).

Lupus inducido por farmacos (DIL): se manifiesta por el uso de drogas que desarrollan una

respuesta autoinmune. Pueden llegar a reportarse entre 15000 y 30000 casos de este tipo de lupus
al afio en Estados Unidos de América, representando aproximadamente un 10% de todos los
casos diagnosticados. Se pueden ver afectados diferentes o6rganos, y su manifestacion suele
desaparecer al detenerse el uso de la droga responsable como son procainamida, hidralazina,
penicilamina, quinidina, minociclina, isoniazida, metildopa, farmacos anti TNF, entre otras. Se
han identificado mas de 80 drogas que favorecen el desarrollo de este tipo de Lupus, y su nimero
sigue aumentando (Vedove, Del Giglio et al. 2009; Dalle Vedove, Simon et al. 2012; Maidhof
and Hilas 2012).

Lupus eritematoso sistémico (SLE): es el tipo de lupus mas comun. Se diferencia de los demas

casos ya que se manifiesta en diferentes organos. Se diagnostican aproximadamente 100
personas con SLE por cada 100.000 habitantes en Estados Unidos de América. En el 50% de los
casos mas graves, los enfermos presentan problemas renales desarrollando nefritis, siendo éstos

los casos con peor pronostico (D'Cruz, Khamashta et al. 2007; Maidhof and Hilas 2012).

Diagnostico del lupus

El diagnostico y evaluacion de la actividad de la enfermedad, son necesarios para un
tratamiento oportuno y efectivo. Existen dos puntos importantes, que mantienen a investigadores
y médicos en constante busqueda y mejora de los medios de evaluacion del lupus. La naturaleza

multifactorial de la enfermedad y sus episodios de manifestacion, y la ausencia de un estandar
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unico, que permite su evaluacion, asi como la ausencia de un biomarcador efectivo y especifico,
han dificultado el diagnostico del lupus. Existen dos tipos de medicion de la actividad de lupus:
sistemas de evaluacion global de la actividad de la enfermedad, como en el caso del Consenso
Europeo de medicion de la actividad de lupus (ECLAM), y el indice de actividad de la
enfermedad de lupus eritematoso sistémico (SLEDAI); y un sistema de evaluacion individual
sistema/organo, como el caso del clasico grupo de evaluacion de Lupus de las islas Britanicas

(BILAG) (Romero-Diaz, Isenberg et al. 2011).

El indice SLEDALI fue desarrollado en Canada, y tiene 24 componentes de los cuales 16
son clinicos, y los 8 restantes se basan en analisis de laboratorio: orina, hematuria, proteinuria,
piuria, disminucion de componentes del complemento, aumento de la union a DNA,
trombocitopenia y leucopenia. Una manifestacion es registrada si se han presentado sintomas en
los ultimos 10 dias, sin importar su severidad y si los mismos han empeorado o mejorado. Una
calificacion de > 6, es consistente con la manifestacion activa de la enfermedad requiriendo
tratamiento (Bombardier, Gladman et al. 1992; Yee, Isenberg et al. 2008). Después de su
implementacion se vio que este indice destaca la aparicion recurrente o nueva de manifestaciones
clinicas, y no evalta correctamente los sintomas constantes. Debido a esto, el sistema de
evaluacion se sometid a revision y modificacion dando origen al indice SLEDAI-2000
(Gladman, Ibanez et al. 2002). Este ultimo genera una puntuacion global de la enfermedad que
va de 1 a 8. Hoy en dia se utiliza mas comunmente el indice SLEDAI original, ya que el segundo

no ha podido ser validado del todo (Yee, Isenberg et al. 2008).

Perteneciendo al mismo grupo del indice de evaluacion anterior se encuentra el sistema
ECLAM. Permite evaluar la actividad de la enfermedad a lo largo del ultimo mes. La actividad
del lupus es dividida en 10 organos/sistemas, ademas de la velocidad de sedimentacion
glomerular. Su evaluacion se basa en la evolucion de los cambios en las manifestaciones clinicas,
y evalua 33 criterios de la enfermedad. Su escala de evaluacion va de 0 a 17.5. El problema que
tiene este método, es que no detecta cambios en la severidad de la enfermedad a lo largo del
tiempo (Romero-Diaz, Isenberg et al. 2011). Este indice es usado por su simplicidad en la
evaluacion de los pacientes, y porque estd basado en 12 de los pardmetros mas conocidos de la

actividad de la enfermedad.
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El indice BILAG fue desarrollado con la intencion de curar la enfermedad por parte de
los médicos, al permitir seguir la variacion de las manifestaciones clinicas. Tiene una
organizacion ordinal por escalas, y no posee un indice global de la enfermedad (Hay, Bacon et
al. 1993; Isenberg, Rahman et al. 2005). A lo largo de su utilizacién se identificaron varias
deficiencias por miembros del BILAG, por lo que sometieron al indice a una revision extensiva,
dando origen al sistema BILAG-2004. Se basa en una escala de evaluacion de 9 sistemas:
constitucional, mucocutdneo, neuropsiquidtrico, gastrointestinal, oftalmoloégico, renal y
hematologico. Evalua la actividad de la enfermedad en las ultimas 4 semanas, y categoriza la
enfermedad en 5 niveles, de la A a la E. El grado A representa el mayor indice de actividad de la
enfermedad, haciendo necesario el uso de inmunosupresores. El grado B una actividad moderada
de la enfermedad, sugiriendo el uso de bajas dosis de corticoides, esteroides topicos,
inmunosupresores topicos, anti-maldricos o drogas no esteroidales antinflamatorias. El grado C
indica un estadio medio, mientras el D indica que no hay manifestacion de la enfermedad pero
que si ha habido episodios de manifestacion anteriormente. Por ultimo el grado E indica que no

se presenta ni se ha manifestado la enfermedad anteriormente (Yee, Isenberg et al. 2008).

El Colegio Americano de Reumatologia (ACR) también posee un indice de evaluacion de
pacientes con lupus, el cual no es el mas ampliamente utilizado. En 1997 se realiz6 una revision
de los criterios de evaluacion de SLE de este gremio, desarrollado en 1982. En este caso si el
paciente da positivo a 4 o mas de los siguientes 11 criterios de evaluacion, se puede diagnosticar
Lupus en estos pacientes con 95% de especificidad y un 85% de sensibilidad (Maidhof and Hilas
2012). Los 11 criterios propuestos para el diagnostico del lupus por el Colegio Americano de
Reumatologia son: enrojecimiento en las mejillas (sarpullido de la mariposa); sarpullido
discoidal. Se evidencia como sarpullido en forma de ovalo en areas expuestas al sol; Serositis o
pericarditis (inflamacion de la membrana alrededor de los pulmones y el corazon
respectivamente), ulceras orales, artritis, fotosensibilidad, desérdenes hematoldgicos, desordenes
hepaticos, presencia de auto anticuerpos, identificacion de algin desorden inmunologico,

presencia de algiin desorden neuroldgico como convulsiones y psicosis.

Se han realizado diferentes estudios comparativos entre el indice SLEDAI y el BILAG,

con el fin de poder establecer un criterio tinico, que sea efectivo para diagnosticar correctamente
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la enfermedad. Al parecer el sistema SLEDAI-2000 es el menos eficiente para la identificacion
de la actividad de la enfermedad requiriendo tratamiento, comparado con el BILAG-2004 que
evalua 97 factores vs 24 del primero. El sistema SLEDAI-2000 falla en la identificacion de
algunas manifestaciones clinicas como neuropatia periférica, mielopatia, alveolitis intestinal y
anemia hemolitica. Tampoco permite evaluar una mejoria o empeoramiento de los sintomas, ya
que solo evalua su presencia o ausencia (Yee, Isenberg et al. 2008). Por esta razén Yee y col.,
que evaluaron estos dos indices de evaluacion de la enfermedad, prefieren el sistema BILAG-

2004 sobre el SLEDAI-2000 para el diagnostico del lupus.

Hoy en dia se practican examenes de laboratorio, en donde se analiza la presencia de
anticuerpos antinucleares (ANAs). Este procedimiento también se utiliza de manera rutinaria
para el diagnostico de otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide. Esta técnica
permite identificar problemas a nivel inmunologico. Los anticuerpos mas estudiados de este
grupo, son aquellos que reconocen directamente el DNA, los cuales estan presentes en un 70%
de los casos de lupus diagnosticados. Para un diagnostico efectivo, éste debe estar apoyado por

otras técnicas como estudios dermatoldgicos y hemoliticos.

Tratamientos actuales

A continuacién se presenta la tabla III con un resumen de los principales tipos de
medicamentos, su mecanismo de accion y efectos adversos de los mismos, utilizados para tratar
el lupus. Ninguno de estos tratamientos cura en totalidad a los afectados con la enfermedad, pero
reducen sus sintomas. De estos tratamientos destaca belimubab, que fue aprobado por la FDA en
marzo de 2011, y que es la primera droga aprobada contra la enfermedad en 56 afios, cuando

aprobaron hidroxicloroquina y corticosteroides para el tratamiento (Maidhof and Hilas 2012).
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Tipo de Droga

Drogas utilizadas

Mecanismo de accién

Efectos adversos

NSAIDS Drogas
antiinflamatorias
no esteroidales

Bloquea la sintesis de
prostaglandinas, a través de la

inhibicion de enzimas ciclooxigenasa.

Produce efectos anti-inflamatorios,
analgésicos y antipiréticos

Irritacidén y sangrado
gastrointestinal, toxicidad
renal y hepatica,
hipertension

Anti-malaricos

Hidroxicloroquina

Parecen intervenir en la activacion
de los linfocitos T, e inhibir
receptores similares a Toll

Debilitamiento muscular

Esterocorticoides

Prednisonay
Metilprednisolona
\

Diversos efectos sobre el sistema
inmune. Bloquea la activacion de
citoquinas, inhibe las interleuquinas
y TNF

Aumento de peso,
hipertensiodn,
hiperglicemia,
osteoporosis, cataratas,
debilitamiento muscular,
aumenta riesgo de
infeccidn y glaucoma

Inmunosupresores

Ciclofosfamida,
Azatiopina,
Micofenalato

Diversos efectos supresores del
sistema inmune. Disminuye la
proliferacion de célulasBy T,
ruptura de DNA y RNA

Toxicidad hepatica,
disfuncion renal,
infertilidad, aumenta
riesgo de infeccion y
cancer

Anticuerpos
monoclonales

Belimumab IV

Inhibe la supervivencia de células B y
reduce su diferenciacion en células
plasmaticas productoras de
anticuerpos.

Nauseas, diarrea,
nasofaringuitis, insomnio,
migrafias, gastroenteritis,
diversas infecciones

Tabla III. Medicamentos comunmente utilizados para el tratamiento del lupus, sus

mecanismos de accion y efectos adversos. Adaptado de (Maidhof and Hilas 2012).

Posibles causas de la enfermedad

A pesar de que ha aumentado el interés mundial por esta enfermedad y su estudio, el

origen y la biologia de la misma no se conocen con detalle. Aun asi, se han descubierto factores

tanto genéticos como ambientales que favorecen su manifestacion.
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Factores genéticos

A nivel genético se ha identificado una mayor susceptibilidad entre personas
emparentadas, calculandose una heredabilidad del 66%, y una tasa de concordancia de entre 24-
56% en gemelos monozigoéticos, y de entre 2-4% en gemelos dizigéticos. Incluso en un estudio
realizado en hijos de madres con lupus, se detectaron ANAs que en 27% de 195 casos, aunque
no hubieran desarrollado la enfermedad todavia (Murashima, Fukazawa et al. 2004). Diferentes
estudios de asociacion genética, han identificado mas de 30 loci implicados en la enfermedad. La
mayoria de estos loci estan asociados a diferentes mecanismos celulares, entre los que destacan
la apoptosis, la respuesta inmune innata, la ubiquitinacion y la fagocitosis (Guerra, Vyse et al.
2012). Se ha observado que variantes en los genes del complejo mayor de histocompatibilidad I1
(MHC 1I) y de los receptores FcyR, muestran predisposicion a desarrollar SLE (Deng and Tsao
2010).

En los procesos de fagocitosis, una de las mutaciones mas influyentes se da en el locus
ITGAM, del gen de la integrina M alfa. En los estudios de asociacion genética, observaron una
mayor asociacion con la enfermedad en el polimorfismo (SNP) rs9888739 (T). También se han
visto modificaciones en el locus FcyR de los genes de los receptores Fcy, que reconocen la
porcion Fc de las inmunoglobulinas G, en concreto polimorfismos en FCGR2A, FCGR2B, y
FCGR3A4 con SLE (Guerra, Vyse et al. 2012).

Se ha descrito que la ubiquitinacion regula factores de transcripcion, y la actividad de
quinasas intracelulares. Se han observado cambios genéticos relacionados con este proceso, que
se asocian con la enfermedad. En el locus TNFAIP3 del gen de la proteina de induccion del
factor de necrosis tumoral, que codifica la enzima A20 que modifica los patrones de accion de la
ubiquitina, que a su vez luego modifica los objetivos de degradacion protedmica y la finalizacion
de la respuesta pro-inflamatoria del factor kappa-B nuclear (NF-kB). Se ha asociado este locus
con diferentes enfermedades autoinmunes, siendo la variante rs2230926 (C) la que ha mostrado

mayor asociaciéon con SLE (Deng and Tsao 2010).
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En el lupus se ha observado que los linfocitos T tienen una inapropiada migracion tisular,
un incremento en la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, y activacion de células dendriticas
(DC) y de linfocitos B. Entre los loci relacionados con SLE, se han identificado ETS/ y IKZF1.
Son factores de transcripcion que regulan el desarrollo y diferenciaciéon de los linfocitos. El
primero ha sido relacionado con una regulacion negativa de la diferenciacion de las células B y
de la proliferacion de células T coadyuvantes (helper) 17 (Thi7). En este caso los pacientes de
SLE mostraron bajos niveles de E7S/, lo que debe producir una diferenciacion anormal de las
células B a células plasmadticas secretoras de inmunoglobulina, y a que haya un aumento de
células Thi7, lo que aumenta la inflamacion. La variante de este locus con mayor asociacion con
SLE es la 156590330 (A). En cuanto a /KZF1, se ha observado que en pacientes con lupus,
existen bajos niveles de la misma en los linfocitos de la sangre periférica. Este factor es
importante para la diferenciacion de los linfocitos, asi como se ha visto asociado con la
activacion de STAT4, que es otro locus de riesgo para SLE. La variante con mayor asociacion

con SLE en este gen, es la rs4917014 (C) (Guerra, Vyse et al. 2012).

Se ha visto que la region del MHC tiene la mayor asociaciéon genética con esta
enfermedad. Estudios han implicado los locus de HLA-DRB1*3:01 y HLA-DRB1*15:01 con
SLE. Este complejo estd formado por 250 genes, divididos en 3 clases (I, II y III). Se han
observado diferentes cambios en este grupo de genes de MHC en lupus, que estan relacionadas
con cambios en esta region del genoma. La variante mas significativa asociada con la
enfermedad es la rs3135394 (G), llegando a tener un valor p < 2.8x10°%° (Guerra, Vyse et al.
2012).

Factores hormonales

Se ha planteado que las hormonas también puedan tener algun efecto en el desarrollo de
la enfermedad. Esta idea parte de una mayor manifestacion de la enfermedad en mujeres,
sugiriendo que estrégenos, progesterona, testosterona y prolactina puedan tener un efecto sobre
la enfermedad. Incluso se ha podido identificar que hombres que padecen el sindrome de

Klinefelter, que poseen un cromosoma X adicional, tienen 14 veces mas incidencia de SLE
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(Scofield, Bruner et al. 2008). A pesar de las pruebas que apoyan esta idea, aun no se han

realizado estudios que la corroboren a nivel molecular (Maidhof and Hilas 2012).

Abuso de medicamentos vy agentes externos

Como se indica en los tipos de lupus, existe una variante inducida por drogas. Se ha
sugerido que el uso o abuso de estas sustancias por largos periodos de tiempo, puede favorecer el
desarrollo de auto anticuerpos, propiciando el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Por
ultimo se ha sugerido que factores ambientales como rayos UV o virus, pueden activar factores
que causen un desorden a nivel inmunologico, finalizando en la produccion de auto anticuerpos

(Mevorach 2003).

Defectos en la apoptosis

Se sabe que los nucleosomas cuando son liberados al medio, son reconocidos como auto
antigenos por parte de los linfocitos T (Mohan, Adams et al. 1993). Esta es una de las
caracteristicas tipicas del lupus, de ahi que se puedan identificar anticuerpos contra DNA en
muestras de plasma de estos pacientes. Pensando en que existe un defecto en la fagocitosis o
eliminacion de células apoptoticas, se podria intuir que esto aumentaria los niveles de
nucleosomas y otras particulas en el medio, permitiendo su identificacion como autoantigenos
incrementando ademas la respuesta inflamatoria, la cual no ocurre normalmente en la
eliminacion programada de células. De esta manera podemos esperar de que a partir de este
proceso defectuoso, haya un descontrol en el sistema inmunoldgico, permitiendo que los
anticuerpos no identifiquen correctamente las células propias del organismo, desarrollando un

desorden autoinmune como en el caso del lupus.

El sistema de muerte celular programada, ha mostrado tener un papel fundamental en el
desarrollo y mantenimiento de la homeostasis celular de los tejidos. Se ha visto que alteraciones
en este sistema puede derivar en diferentes enfermedades como céncer, desordenes

neurodegenerativos y sindromes autoinmunes. La palabra apoptosis fue sugerida por Kerr,
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Wyllie y Currie en 1973, es de origen Griego, y significa la “la caida de las hojas”, en alusién a
la muerte planificada de las células. El proceso de apoptosis estd controlado por un gran niimero
de senales celulares, que pueden tener origen extracelular, toxinas, hormonas, citoquinas,
factores de crecimiento; o intracelular, en respuesta a estrés producido por calor, radiacion,
glucocorticoides, infecciones virales, hipoxia, falta de nutrientes. La apoptosis se induce por dos
vias, la extrinseca y la intrinseca. La primera es mediante factores de necrosis de tumores
(familia del TNF). La segunda via es mediante los productos de la familia de genes Bcl-2, que
producen factores que estimulan la supervivencia o la muerte celular. Estos factores permiten la
permeabilizacion de la membrana de las mitocondrias, que resulta en la salida de proteinas que

regulan la fase de degradacion de la apoptosis (Mevorach 2003).

Una vez que la célula ha recibido el estimulo para iniciar el proceso de apoptosis, se
inicia la degradacion de los diferentes organelos de la misma, por medio de caspasas
proteoliticas. La célula entonces empieza a cambiar su morfologia, encogiéndose y adquiriendo
una forma esférica, debido a la degradacion del citoesqueleto, la cromatina y los organelos se
condensan, el nucleo se fragmenta en pequefios nucleosomas por la degradacion del ADN, y por
ultimo la célula se fragmenta en vesiculas llamadas cuerpos apoptoticos. Luego ocurre el proceso
de eferocitosis, que es la eliminacion de las vesiculas por células fagociticas. Las células
apoptoticas son identificas por moléculas fagociticas, siendo la fosfatidilserina (PtdSer) una de
las mas comunes, que son ubicadas en la membrana extracelular cuando las células sufren el
proceso de apoptosis (Rothlin and Lemke 2010). Estas moléculas marcan las células apoptoticas,
para que sean absorbidas por los macrofagos por una via no inflamatoria, después de que las
células son identificas por su citoesqueleto (Mevorach 2003). Se sabe que Gas6 y la proteina S,
mediante el dominio GLA, permiten la union de PtdSer con sus proteinas asociadas (Huang,
Rigby et al. 2003), lo que le confiere una funcion importante al sistema TAM para la eliminacién

de células apoptoticas.

Otra via de eliminacion de las células apoptéticas, es mediante necrosis o via no
programada de muerte celular. En este caso se observa un deterioro de la membrana celular,
permitiendo la liberacion de diferentes componentes intracelulares, como fragmentos de ADN y
organelos, al medio exterior. Esto estimula la produccion de citoquinas inflamatorias y de

interferon-alfa (IFNa), promoviendo que los linfocitos no identifiquen moléculas propias y la
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producciéon de auto-anticuerpos. Este proceso ocurre cuando hay un dafio muy severo e
irreparable en la célula, como en el caso de isquemias, traumatismos, infecciones, sustancias
toxicas, o cuando la via de apoptosis no ocurre normalmente (Mevorach 2003; Guerra, Vyse et

al. 2012). Es en este proceso donde se cree que se inicia la respuesta autoinmune.

Receptores TAM en el lupus

En el afio 1999, Lu et al. estudiaron los efectos de ratones simples, dobles y triple
knockout para los 3 receptores de la familia TAM. Aquellos ratones que carecian de los 3
receptores, no mostraban diferencias con los silvestres en las primeras 4 semanas de vida,
confirmando que los receptores TAM no son esenciales en el desarrollo embrionario. Vieron que
los ratones con cualquier combinacion de simple y doble mutantes, eran viables y fértiles,
mientras los triples mutantes machos no poseian esperma maduro, debido a una progresiva
muerte de las células germinales (células de Sertoli). Con este estudio evidenciaron por primera
vez, que los ratones triple knockout mostraban multiples defectos en 6rganos, anormalidades
neurologicas y déficits fisiologicos. Mostraban una histologia alterada y una elevada tasa de
degeneracion celular y apoptosis. Observaron también que los ratones triple mutantes adultos

desarrollaron ceguera (Lu, Gore et al. 1999).

Luego en el afio 2001 los investigadores Lu y Lemke dieron un paso adelante para
estudiar el efecto de los receptores TAM en el sistema inmunoldgico. Observaron que los
organos linfoides periféricos tenian un tamafio y peso normal, asi como las células de origen
mieloide y linfoide no presentaban caracteristicas anormales. Pasado el mes de vida, los ratones
triple knockout empezaron a desarrollar un bazo y nddulos linfaticos mas grandes que los
silvestres, llegando a alcanzar un tamafo 10 veces mayor en el caso del bazo. El crecimiento
aumentado de los organos linfaticos periféricos, se atribuy6 a una hiperproliferacion de células B
y T. Incluso identificaron colonias ectdpicas de linfocitos en casi todos los 6rganos del cuerpo
adulto. Observaron también que los mutantes empezaron a desarrollar autoinmunidad,
manifestando los ratones sintomas después de las 4 semanas de vida, los cuales eran muy

semejantes a los de enfermedades autoinmunes humanas como artritis reumatoide y SLE. Los
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ratones evidenciaron trombosis y hemorragias en varios tejidos, que es asociado a la presencia de
anticuerpos contra fosfolipidos en sindromes humanos autoinmunes. Otro aspecto relevante que
observaron, fue la presencia de altos titulos de anticuerpos contra antigenos nucleares, como
nucleoproteinas y ADN de doble cadena, tipico de enfermedades autoinmunes (Lu and Lemke
2001). Con este estudio se planted la hipotesis de que Gas6 y los receptores TAM pueden jugar

un papel en la enfermedad de lupus.

Al mismo tiempo, Scott y colaboradores investigaron el posible efecto que tenia el
receptor MerTk en la fagocitosis y la eliminacion de células apoptoéticas. Estos investigadores
observaron anteriormente que ratones MerTk knockout eran hipersensibles al efecto de
lipopolisacaridos (LPS), por lo que probaron en este estudio, que este receptor tenia un efecto
negativo en la produccion de citoquinas. Sumado a esto, evidenciaron que Gas6 interviene en la

union entre macrofagos y fosfatidilserina (Scott, McMahon et al. 2001).

También confirmaron el efecto de MerTk sobre la eliminacion de células apoptoticas, al
suministrar dexametasona a ratones MerTk knockout y silvestres, observando en los primeros
mas de 32% de células apoptdticas, comparado a 4% en los controles. Demostraron también que
los macrofagos carentes de MerTk, tenian una marcada deficiencia en el proceso de fagocitosis
comparados con los ratones silvestres. Observaron ademas que los ratones carentes de MerTk,
presentaron un aumento de un 50% en sus niveles de auto anticuerpos pasados los 4 meses de

edad (Scott, McMahon et al. 2001).

Estudios en pacientes de lupus

Existen diferentes estudios que han evaluado el efecto del sistema TAM en esta
enfermedad. Partiendo de la informacion suministrada anteriormente, varios investigadores han
tratado de establecer el posible efecto del sistema TAM en el lupus, asi como su posible uso

diagnostico como biomarcador de la actividad de esta patologia.
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En el afio 2010 Suh y col., estudiaron el efecto de Gas6 y proteina S en esta enfermedad.
Mediante la técnica de ELISA, evaluaron las concentraciones de estos ligando en muestras de
plasma, tanto de pacientes como de controles para poder establecer comparaciones. Observaron
que la concentracion de proteina S libre, se veia reducida en pacientes de lupus, especialmente en
aquellos con desdrdenes neuroldgicos, serologicos, hematoldgicos e inmunologicos. En cuanto a
Gas6b no observaron una diferencia significativa entre ambos, pero si una concentracion
levemente mayor en pacientes que en controles (Suh, Hilliard et al. 2010). Complementando la
informacion que ya se habia presentado sobre los valores del ligando en esta enfermedad, se
evaluo también la presencia de sAxl en pacientes de lupus. El grupo de Ekman y col. en 2011
analizaron las concentraciones de estas proteinas en un grupo de pacientes de lupus.
Demostraron que los niveles tanto de Gas6 como de sAxl, se correlacionan con el indice de
SLEDALI. Notaron ademas que los valores de estas proteinas eran significativamente mayores en
aquellos pacientes que presentaban altos titulos de anticuerpos contra DNA. Partiendo de sus
resultados, los investigadores propusieron que Gas6 y sAxl pudieran ser utilizados como
biomarcadores de la actividad de lupus (Ekman, Jonsen et al. 2011). También en 2011, se realiz6
el primer estudio de MerTk y Tyro3 en pacientes de lupus, el cual complemento la informacién
existente sobre la presencia de los receptores solubles TAM en esta enfermedad. Nuevamente
mediante la técnica de ELISA, los investigadores estudiaron las concentraciones solubles de
estos receptores, y los compararon con la progresion de la enfermedad en varios pacientes con
lupus. Relacionaron altos niveles de MerTk, con un mayor indice de actividad (SLEDAI) en la
enfermedad. Observaron que en los casos donde existia lupus nefritis y mayores titulos de
anticuerpos contra DNA, era donde habia mayores niveles de este receptor en forma soluble.
Para el caso de sTyro3, también observaron diferencias, habiendo mayores concentraciones de
esta proteina en pacientes de lupus que en controles (Wu, Ekman et al. 2011). Con este estudio se

comprobo la influencia que pueden tener ambos receptores del grupo TAM en la enfermedad.

Recientemente Hyoun-Ah y col., han estudiado la proposicion de utilizar Gas6 como
marcador de la actividad de lupus en pacientes de Corea del Sur. Han realizado mediciones de
Gas6 en pacientes y en controles, y han comparado los resultados con otros medios de
diagnostico utilizados, como titulos de anticuerpos contra DNA, analisis de los niveles del

complemento 3 y 4, el ratio de sedimentacion de eritrocitos (ESR). Observaron una sensibilidad
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del 72,7% vy una especificidad del 84%, cuando utilizaron el andlisis ROC (caracteristica
operativa del receptor). Usando este mismo test, los valores de Gas6 obtuvieron la mayor
puntuacién (0,763), lo que ubicaba a este ligando como un buen indice de diagnostico de esta
enfermedad (Kim, Nam et al. 2013). Partiendo de estos resultados, los investigadores concluyen
que efectivamente Gas6 es un buen marcador bioldgico para monitorear la actividad de la

enfermedad, y la respuesta de los pacientes a tratamiento.

El hecho de que el sistema TAM cumpla funciones importantes dentro del proceso de
fagocitosis y por ende en la apoptosis, y teniendo los mismos un importante papel en el
desarrollo de lupus, se pudiera sugerir que cualquier defecto en este puede desencadenar

problemas inflamatorios e inmunologicos que pueden derivar en esta enfermedad

En el afo 2013 se publicé un estudio en donde se midi6 en el sistema sanguineo las
formas solubles de los receptores MerTk y Axl en pacientes de SLE, los cuales fueron pareados
con muestras de individuos sanos, con el fin de conocer como estas moléculas se relacionan con
los perfiles de esta enfermedad. Al realizar una comparacion pareada en edad, sexo y etnia entre
45 pacientes y 45 muestras controles en plasma, los investigadores no observaron mayores
diferencias en los niveles de sMerTk y de sAxl (Zizzo, Guerrieri et al. 2013). Pero al realizar una
comparacion entre aquellos pacientes con un indice SLEDAI > 6 con los controles, evidenciaron
un aumento en los niveles de sMerTk en la circulaciéon de los pacientes, asique como
evidenciaron una mayor concentracion de esta proteina soluble en aquellos pacientes que
presentaban dafio renal, asi como en pacientes que presentaban altos titulos de anticuerpos contra
ADN de doble banda (anti-dsDNA). Al ser comparaciones con los ligandos del sistema TAM,
observaron que sAxl estd relacionado con los niveles de Gas6, mientras que sMerTk estaba
inversamente relacionado con los niveles de proteina S en su forma libre. En general solo
observaron un aumento significativo en los niveles de sMerTk en aquellos pacientes con anti
anticuerpos caracteristicos de la enfermedad de Lupus, como lo son los anti ADN, anti

ribonticleoproteinas, anti-Ro.

Estos investigadores también quisieron analizar el estado de los monocitos/macrofagos de

pacientes en cuanto a la liberacion de sAxl y sMerTk, para poder saber que pasa a nivel
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inmunolégico. Observaron una abundante liberacion de sMerTk en macréfagos expuestos al
factor estimulador de colonia de macrofagos (M-CSF) e interleuquina 10 (IL-10) o a
glucocorticoides, y una disminuciéon cuando los macréfagos estaban en condiciones M1 por
medio del interferon gamma (IFN-y). En contraste observaron, que los niveles de sAxl no se
veian afectados por el estado de polarizacion de los macrofagos, ya sea M1 o M2. Por primera
vez Zizzo y col. describen a sMerTk como biomarcador de la activacion de M2c y confirmaron
la correlacion entre el indice SLEDAI y los niveles de sMerTk reportados en nuestro articulo
sobre Lupus (Recarte-Pelz, Tassies et al. 2013). Con este estudio los autores de este estudio
sugieren la existencia de una relacion entre la homeostasis de monocitos/macréfagos M2c anti

inflamatorios y esferociticos, y la patogénesis de la forma humana de SLE.

En el afo 2014 Zhu y col. estudiaron la expresion y el significado clinico de las diferentes
formas de MerTk en pacientes con SLE. Para ello analizaron la expresion del receptor TAM en
la superficie monocitos/macrofagos CD14+ mediante la técnica de citometria de flujo, los
niveles de sMerTk mediante ELISA y los niveles de mRNA mediante RT-PCR. Observaron que
los niveles del receptor se veian incrementados tanto en plasma, como en la superficie de CD14+
en pacientes de SLE en comparacion con pacientes sanos. En cuanto a los niveles de mRNA de
MERTK, los investigadores no observaron diferencias significativas (Zhu, Sun et al. 2014). Los
investigadores sugieren que los restos de células apoptoticas y una activacion continuada de IFN
tipo I en pacientes de SLE, van a favorecer el aumento de la expresion de MerTk como medio
de activacion de la via inmunosupresora, y que por ello observaron un aumento en los niveles de

esta proteina en la superficie de macrofagos (CD14+) y en su forma soluble en plasma.

Observaron también, que este aumento de MerTk en plasma y en macrofagos ocurrié a
pesar de que habia una disminucién significativa de ADAMI17. Sustentan este hecho con el
aumento significativo de la expresion de MerTK en general, y a que el proceso de shedding no
fue inhibido del todo. Zhu y col. también observaron una relacion entre los niveles de este
receptor del grupo TAM en su forma soluble y el indice SLEDALI de los pacientes. Observaron a
su vez, que aquellos pacientes con el mayor indice SLEDAI, con presencia de autoanticuerpos y
lupus nefritis, presentaban la mayor concentracion de sMerTk en plasma del grupo estudiado.

Asi, como también observaron que los pacientes mas graves presentaban mayor cantidad del
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receptor en los macréfagos. Partiendo de los resultados de sus estudios, Zhu y col. también
sugieren que el aumento en la expresion de MerTk puede ser utilizado como biomarcador, para

indicar el nivel de actividad y gravidez de los pacientes con SLE.
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Insuficiencia cardiaca

A nivel mundial es conocido que las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte. Una de las diversas afecciones del corazon es la insuficiencia cardiaca, que se
caracteriza por la pérdida de la capacidad para bombear sangre eficientemente de este 6rgano.
Puede deberse a diferentes motivos, y la consecuencia es la reduccion de la actividad fisica y
mental, deteriorando significativamente la calidad de vida (Ramani, Uber et al. 2010; Manzano,

Escobar et al. 2012).

Segun la Sociedad Europea de Cardiologia, que incluye en su area de influencia a mas de
900 millones de personas en 51 paises, esta enfermedad afecta aproximadamente a 15 millones
de personas, 23 millones en el mundo (Gaggin and Januzzi 2013). Tiene un factor de prevalencia
de entre 2% y 3%, en la poblacion general, pero llega a ser de entre un 10% y un 20% en

personas mayores de 75 afios (Dickstein, Cohen-Solal et al. 2008).

Diagnostico

El diagndstico temprano y la clasificacion del dafio cardiaco son muy importantes para un
tratamiento efectivo, y una mejora en la prognosis. Este proceso es normalmente dificil, debido a
sintomas no especificos y a la falta de un protocolo estdndar para el correcto diagnostico
(Palazzuoli, Gallotta et al. 2010). Diferentes estudios demuestran que los diagndsticos actuales a
menudo son inadecuados, particularmente en mujeres, ancianos y personas obesas (Manzano,
Escobar et al. 2012). La primera persona en reflejar este problema fue Sir Thomas Lewis en
1933, cuando comento que era esencial el reconocimiento temprano de la deficiencia cardiaca,
para tratar la enfermedad eficazmente. Normalmente son los sintomas los que dan una idea sobre
el padecimiento de la enfermedad, ya que es la causa de que los afectados busquen ayuda
médica. Los principales son fatiga, cansancio y falta de aliento. Debido a lo comin de estos

sintomas, es dificil para los médicos diferenciar la insuficiencia cardiaca de una patologia
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pulmonar, por ejemplo. Para poder diagnosticar problemas cardiacos a partir de estos sintomas se
requiere de experiencia y habilidad (Dickstein, Cohen-Solal et al. 2008; Manzano, Escobar et al.

2012).

Es importante destacar, que un diagnéstico temprano de la enfermedad, puede evitar
complicaciones futuras de la misma, mejorando la calidad de vida de las personas afectadas a
largo plazo. Un simple cambio de dieta o de estilo de vida, pueden ser decisivos, si son
practicados de manera temprana. Por esta razon se han buscado diferentes formar de hacer
diagnosticos precisos y concluyentes, con el fin de tratar a los afectados de manera répida y
efectiva. Entre los métodos utilizados hoy en dia para el diagnostico de la enfermedad
encontramos: electrocardiograma, placa de rayos X de pecho, y diversas pruebas de laboratorio,
destacado entre estas Ultimas la medicion de troponina, triiodotironina, pro-BNP y BNP en la

sangre.

En la proxima tabla IV se presentan un indice de valoracion de la efectividad de las

diferentes técnicas de diagndstico aportada por la Sociedad Europea de Cardiologia.
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Diagnéstico de la Enfermedad

Apoya la presencia | Dificulta el diagnéstico

ECG
-Normal - ++
-Anormal ++ +
-Disritmia +++ +

Examen Laboratorio

-Elevado BNP/NT-proBNP +++ +
-Bajo/normal BNP/NT-proBNP + +4++
-Disfuncion renal + +
-Elevacién media de troponina + +

Placa de rayos X de pecho

-Congestion respiratoria +++ +
-Capacidad reducida de ejercicio +++ ++
-Funcién pulmonar anormal + +

+ = baja importancia; ++ = media importancia; +++ = alta importancia

Tabla IV. Diferentes métodos diagnodsticos de la insuficiencia cardiaca, y su efectividad
para descartarla de otras enfermedades, como problemas pulmonares, infarto,

problemas renales.

Péptido natriurético cerebral o BNP

Uno de los paramentos de diagnostico mas ampliamente usado en laboratorio, es la
medicion del péptido natriurético cerebral o péptido natriurético tipo B (BNP). Se trata de una
hormona de 32 aminodcidos secretada fundamentalmente en los ventriculos, en respuesta a un
estrechamiento excesivo de las células del musculo en cuestion. En los cardiomiocitos se
sintetiza un pre-propeptido (preproBNP) de 134 aminoacidos, el cual luego se divide en un

péptido senal y en un pro-péptido de 108 aminoacidos, proBNP, que también es usado como
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biomarcador de insuficiencia cardiaca. Durante la secrecion proBNP se divide en una proporcion
1:1 en la fraccion activa BNP, que corresponde al fragmento C terminal, y en la inactiva NT-
proBNP de 76 aminoécidos correspondiente al fragmento N terminal (Levin, Gardner et al.
1998). Sus niveles en plasma pueden llegar a ser muy altos, cuando existe algiin problema
cardiaco (Palazzuoli, Gallotta et al. 2010). Su nombre deriva del hecho de que la proteina fue
inicialmente aislada de un extractd de cerebro porcino, pero en los humanos es producida

principalmente en los ventriculos del corazén (Bhalla, Willis et al. 2004).

Esta proteina es un potente natriurético, diurético y vaso relajador. Promueve la
relajacion vascular, baja la presion sanguinea, e inhibe la sintesis de moléculas vaso-constrictoras
como la angiotensina II y la aldosterona. A su vez coordina la homeostasis de fluidos y
electrolitos a través de su actividad en el sistema nervioso central y tejido periférico (Bhalla,
Willis et al. 2004). Diferentes estudios, siendo el del grupo de Espinter Davis et. al en 1994 el
primero en hacerlo (Davis, Espiner et al. 1994), sugieren el uso de los valores de BNP en sangre,
para diagnosticar correctamente la insuficiencia cardiaca. Este valor se utiliza ampliamente hoy

en dia.

A pesar de que varios estudios demuestran que BNP es un marcador con alta sensibilidad
y especificidad, su aplicacion estd limitada en la practica clinica por la falta de un rango normal y
universal de los valores de la proteina en plasma en diferentes condiciones (Tsuchida and Tanabe
2008). Se ha visto que los valores de BNP aumentan con la edad, y que las mujeres son mas
propensas a tener mayores niveles de la proteina que los hombres. Ademas, se han observado
diferentes valores segun la raza, teniendo los Afro-americanos y los Hispanos mayores valores
de BNP que los Caucasicos. Se han evaluado varios casos, donde los valores de BNP son
alterados debido a otras afecciones, tal es el caso de disfuncion renal, pacientes en procesos de
dialisis, infarto de miocardio, hipertension pulmonar primaria, sindrome coronario agudo,
anemia, enfisema pulmonar agudo e insuficiencia cardiaca congestiva del lado derecho del
corazon, y en el caso de personas obesas los valores de BNP son menores (Palazzuoli, Gallotta et
al. 2010). Sumando a esto hay que destacar que la vida media de BNP es de 22 minutos; lo que

obliga a que las muestras sean recogidas en hielo, para una medicion correcta de los niveles de la
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misma; o congeladas, para un posterior andlisis sin alteraciones en los niveles reales de la

proteina en la muestra de plasma tomada (Bhalla, Willis et al. 2004).

Existen discrepancias en el valor limite de normalidad, que algunos sitian en 100 pg/ml,
mientras que otros en 200 pg/ml. En general se considera que valores por debajo de los 100
pg/ml tienen poca probabilidad de desarrollar insuficiencia cardiaca (Escobar, Santiago-Ruiz et
al. 2011), entre 100-400 pg/ml los pacientes deben seguir un control mas estricto por el aumento
de riesgo, y aquellos con valores por encima de los 500 pg/ml ya se consideran personas

afectadas por un problema cardiaco (Palazzuoli, Gallotta et al. 2010).

Fragmento propéptido NT-proBNP

El fragmento inactivo NT-proBNP también es usado como pardmetro diagnostico de
insuficiencia cardiaca. En 1997 se estudidé el uso de este péptido para el diagnostico de
insuficiencia cardiaca, obteniendo valores elevados de la proteina en pacientes con dafios
cardiacos, y aumentando los mismos con la progresion de la enfermedad (Hunt, Richards et al.
1997). Se ha logrado estratificar los valores de NT-proBNP segun grupos de edades, para obtener
un diagnodstico mas preciso, ya que los valores de la misma se pueden ver afectados de igual
manera que en el caso de BNP. Quedando los valores limites plasma para el diagnéstico de
insuficiencia cardiaca en 450, 900 y 1800 ng/ml para grupos de edad <50, 50-75, y 75> afos
respectivamente. Quedando entonces aquellos pacientes con valores inferiores a 300 ng/ml fuera
de la posibilidad de tener insuficiencia cardiaca en el 98% de los casos, y con un valor
independiente de la edad de 900 ng/ml tiene la sensibilidad, la especificidad, y la prediccion

positiva equivalente a un valor de 100 ng/ml para BNP (Januzzi, Chen-Tournoux et al. 2008).

Troponina

La troponina cardiaca es otro biomarcador que se estudia a nivel plasmatico, para evaluar

el dafio cardiaco. Se trata de una proteina globular de alto peso molecular, presente en el musculo
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estriado y el cardiaco, y controla la interaccion mediada por calcio entre la actina y la miosina,
que resulta en la contraccion y relajacion muscular. El complejo de la troponina esta formado por
3 subunidades: troponina C, que se enlaza con el calcio; troponina I, que inhibe la unién actina-
miosina; troponina T, la cual une el complejo mediante la unién con tropomisina y facilita la
contraccion (Daubert and Jeremias 2010). La troponina C se expresa en células musculares
cardiacas y del esqueleto, mientras que la secuencia de aminoacidos de la troponina I y T son
especificas del musculo cardiaco. A partir de esta diferencia se establecidé un ensayo rapido y
cuantitativo para evaluar niveles de estas proteinas en el suero. Cuando se produce un dafio en
los cardiomiocitos, como en el infarto de miocardio, estas células liberan troponina al sistema
sanguineo. La sensibilidad de la troponina T puede llegar hasta un 100% después de 6-12 horas
de haber sufrido un infarto. Para el diagnostico concreto de la insuficiencia cardiaca, se ha
observado que los niveles de troponina T no se ven afectados por infarto del miocardio, lo que
permite que pueda establecerse como biomarcador (Tucker, Collins et al. 1997; Panteghini,

Pagani et al. 1999; Omland, de Lemos et al. 2009; Guzman and Quiroga 2010).

Trivodotironina del suero

Se trata de una hormona secretada por el tiroides, cuyas funciones afectan casi todos los
procesos fisiologicos basicos, desde el crecimiento y desarrollo, pasando por el metabolismo, y
regulando la temperatura corporal y el ritmo cardiaco. Especificamente en el corazén la
triyodotironina o T3, incrementa la fuerza cardiaca al aumentar ritmo cardiaco y la fuerza de
contraccion (Gomberg-Maitland and Frishman 1998; Klein and Ojamaa 1998). Se ha demostrado
en modelos animales, que esta hormona promueve el transporte de iones sodio, potasio y calcio,
a través de los canales de la membrana plasmatica de los miocitos cardiacos, mediante
mecanismos genoémicos y no gendmicos (Walker, Crawford et al. 1994), resultando en el

incremento de la presion sistdlica y la disminucion de la presion diastdlica.
El estado hipotiroideo o una disminucion de los niveles de T3 en sangre, se han asociado

con una disminucién en el volumen sistolico, rendimiento y contraccion cardiaca, asi como un

aumento en la resistencia vascular, derivando en insuficiencia cardiaca. Se ha comprobado que
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en la enfermedad existe una falla en el metabolismo de la hormona tiroidea, y que ademas este
estado se agrava con la misma. El deterioro cardiaco se traduce en una disminucién de los
niveles de T3 (Ascheim and Hryniewicz 2002), deteriorando asi las funciones sistolicas del
corazén. Los niveles normales de T3 en sangre se encuentran entre 87-178 ng/dl
aproximadamente. Selvaraj y col. en 2012 en un estudio con 89 pacientes con insuficiencia
cardiaca con fraccion de eyeccion preservada, observaron que por el aumento de una unidad en
el logaritmo de BNP, habia una disminucién de 4,7 ng/ml en T3. A su vez, se ha visto también
que paciente con problemas funcionales en la tiroides, presentan elevados niveles de proBNP, lo
que sugiere que puede haber una relacion directa entre T3 y la expresion génica de BNP en

miocitos, independiente de la insuficiencia cardiaca (Selvaraj, Klein et al. 2012).

El uso de este biomarcador de insuficiencia cardiaca, debe estar entonces condicionado,
por un analisis endocrino del paciente, para evitar interpretacion equivoca de los resultados de
laboratorio, y por ende un tratamiento inadecuado. Este aspecto representa un inconveniente para

el uso de esta hormona, como factor diagnoéstico de la insuficiencia cardiaca.

De igual manera se recomienda que la mediciéon de estos valores en plasma, estén
acompanados de otras técnicas de diagnésticos, para logra una evaluacion mas precisa del
paciente. Entre las técnicas descritas anteriormente, se sugiere un estudio de valores de BNP
junto a una ecocardiografia, logrando ambas en conjunto un diagndstico muy acertado

(Manzano, Escobar et al. 2012).

Nuevos marcadores de insuficiencia cardiaca

La busqueda de nuevos marcadores bioldgicos para esta enfermedad que sean sensibles,
especificos y facil de medir, sigue activa. Un grupo de nuevas proteinas se ha propuesto como
biomarcadores, para identificar la aparicion de las diferentes patologias que participan en el

desarrollo de la insuficiencia cardiaca. Entre estas se pueden destacar:
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Péptido natriurético pro atrial de la region media (MR-proANP): su produccion aumenta a
medida que se estrechan las paredes atriales en la insuficiencia cardiaca. Su medicién es dificil,

ya que la proteina tiene una vida media de 2-5 min (Gaggin and Januzzi 2013).

Pro adrenomedulina de la region media (MR-proADM): es un péptido con efectos
vasodilatadores. Se ha encontrado en el corazon, y se cree que ayuda a incrementar la
contractibilidad miocardial. En pacientes con insuficiencia cardiaca sus valores se han visto
aumentados, y se relacionan con una disminuida faccion de eyeccion del ventriculo izquierdo y
la presencia de disfuncion diastolica. Ha mostrado ser un biomarcador a corto plazo de gran
efectividad, de 90 dias a 1 afo. Requiere mas estudios para mostrar su capacidad diagnostica

(Gaggin and Januzzi 2013).

ST2 soluble (sST2): el marcador mas semejante a sAxl, es un miembro de la familia de los
receptores de interleuquina 1. El ligando de este receptor es la interleuquina 33 (IL-33), la cual se
une a ST2 en respuesta a un dafio cardiaco, con el fin de preservar la funcién del corazon. La
forma soluble del receptor bloquea la union de IL-33 a su receptor, lo que expone al corazén a un
mayor estrés (Shah, Chen-Tournoux et al. 2009). Se trata asi de uno de los biomarcadores mas

prometedores para el diagnostico de esta enfermedad.

Factor de diferenciacion de crecimiento GDF-15: estos factores de crecimiento tienen funciones
en el desarrollo, teniendo GDF-15 un rol en la regulacion de las vias inflamatorias y de
apoptosis, cuando existe un dafio a tejidos o se desarrolla una patologia. Los valores de GDF-15
se ha visto elevados tanto en infarto de miocardio como en insuficiencia cardiaca (Gaggin and
Januzzi 2013). Su posible uso como biomarcador no se ha establecido, por lo que su uso para tal

fin debe seguir estudiandose.

Galectina-3: es un producto de macrofagos, de la familia de las lectinas, y se encuentra en
diferentes células y superficies de tejidos. Su funcion estd asociada a la cascada de inflamacion
después de un dafio cardiaco, y a las vias que regulan la contraccion cardiaca. Se observaron
mayores niveles de galectina-3 en pacientes de insuficiencia cardiaca que en controles, pero su

uso como diagnostico fue eclipsado por pro-BNP. A pesar de esto, mostro una gran habilidad
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para predecir la mortalidad a 60 dias del diagndstico. De igual manera que para otros
biomarcadores, se ha sugerido su uso en conjunto a sus homoélogos, para poder garantizar datos

mas confiables (Gaggin and Januzzi 2013) .

Gas6 y el sistema TAM en la insuficiencia cardiaca

Por diferentes estudios publicados, se sabe que Gas6 y el sistema TAM desempefian
diferentes funciones en el sistema vascular, y que uno de los tejidos donde mas se expresa el
receptor Axl es en el tejido cardiaco, segun los perfiles de expresion del Geneatlas dataset. Se ha
evidenciado que proteina S es un regulador negativo de la cascada de coagulacion, y que Gas6
esta involucrado en la homeostasis vascular, especificamente en la proliferacion, apoptosis,
eferocitosis, migraciéon de leucocitos, y secuestro y migracion plaquetaria. Gas6 también es
responsable de activar diferentes tipos de células, desde las plaquetas hasta las células
endoteliales y de la musculatura lisa (Laurance, Lemarie et al. 2012). Diferentes haplotipos del
gen de Gas6 estan asociados a ictus (Munoz, Obach et al. 2007) y a arteriosclerosis cardtida
(Hurtado, Abasolo et al. 2010), asi como modula la formacion de trombos plaquetarios y la
homeostasis de la pared vascular (Maree, Jneid et al. 2007). Niveles altos de Gas6 en plasma,
han sido asociados también con la enfermedad tromboembolica venosa (Blostein, Rajotte et al.
2011). Partiendo de estos estudios, se sabe el efecto que puede tener Gas6 sobre diversos factores
vasculares, aunque atn no se han conducido estudios sobre los efectos de este en el desarrollo de

la enfermedad de insuficiencia cardiaca.

Se sabe que el sistema regula la homeostasis de la musculatura lisa (Korshunov, Mohan
et al. 2006), la funcion plaquetaria y la estabilizacion de trombos en ratones (Angelillo-Scherrer,
de Frutos et al. 2001). Se conoce que Axl favorece la formacion del endotelio tubular a través del
sistema de angiopoietina y de DKK3 (Li, Ye et al. 2009) y se ha observado que polimorfismos
de MerTk y Tyro3 estan asociados con arteriosclerosis cardtida, siendo factores de proteccion y

de riesgo respectivamente (Hurtado, Munoz et al. 2011).
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A pesar de estos numerosos estudios del sistema TAM sobre el sistema vascular, poco se
conoce del papel que el mismo puede desempefiar en una enfermedad tan importante como lo es
la insuficiencia cardiaca. En un estudio sobre cultivos de fibroblastos cardiacos in vivo,
observaron por primera vez que Gas6 es un potente factor de crecimiento y supervivencia de este
tipo de células. Observaron también que puede favorecer el proceso de modelacion del corazon,
a través de los fibroblastos cardiacos que secretan grandes cantidades de colageno fibrilar, el cual
pudiera formar parte de una funciéon sanadora ante un infarto de miocardio, restableciendo la
integridad de la zona afectada (Stenhoff, Dahlback et al. 2004). El conocimiento sobre el posible
papel del sistema TAM en la insuficiencia cardiaca aun es desconocido, lo cual a aumento

nuestra curiosidad por el tema.

Tanto en ratones como en humanos, los genes del sistema GAS6/ProS-TAM se expresan
en tejido cardiaco y, especificamente en los cardiomiocitos (Su, Wiltshire et al. 2004). Esto
permite plantear la hipotesis de que algin defecto en este organo, como el caso de la

insuficiencia cardiaca, puede reflejarse o afectar los niveles del sistema TAM.

Posibilidades diagndsticas y terapéuticas de la regulacion del sistema TAM

Desde su descubrimiento hace dos década, los estudios sobre Gas6 y sus receptores han
demostrado su papel en crecimiento celular, supervivencia y respuesta inflamatoria. La presencia
y posible papel en células cancerosas y tumores, enfermedad vascular e inflamatoria, permite
concluir que este sistema juega un papel importante en el desarrollo y proliferacion de estos
sindromes. Partiendo de la informacion presentada, se quiso estudiar la posibilidad de que Gas6
y sus receptores TAM puedan convertirse en marcadores moleculares, que pudiesen ayudar al
diagnostico e identificacion del cancer de colon, lupus eritematoso sistémico e insuficiencia

cardiaca.
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II. HIPOTESIS

Estudiar el posible rol diagnéstico que puedan desempefiar los ligandos y receptores del

sistema TAM en cancer de colon, lupus e insuficiencia cardiaca.

III. OBJETIVOS

1 Analizar el posible papel de Gas6, Tyro3, Axl y MerTk como marcadores para la
identificacioén temprana del cancer de colon, asi como en Lupus, enfermedad marcada por un

componente inflamatorio, y en insuficiencia cardiaca. Para ello, los subobjetivos fijados son:

a. Calibrar el test de Elisa para la determinacion de Gas6, Tyro3, Axl y MerTk en
plasma.

b. Analizar la concentraciéon de Gas6, Tyro3, Axl y MerTk en plasma, para
establecer una comparacion entre pacientes y controles sanos.

c. Analizar el genotipo de Gas6 y de los receptores TAM respecto a marcadores
genéticos de tipo SNP en pacientes y controles, para identificar si existe

asociacion genética entre alguno de estos marcadores y la enfermedad.

2 Analizar la expresion de Gas6 y los receptores TAM en mucosa coldnica normal y tumoral.

Para ello, los subobjetivos fijados son:

a. Cuantificar el mRNA de Gas6 y los receptores TAM mediante PCR real-time y el

uso de sondas TagMan.
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b. Determinacion de la concentracion proteica de Gas6 y Tyro3 por medio de la
técnica de inmunohistoquimica, para poder establecer una comparacion entre

muestras control y tumoral.
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IV. RESULTADOS

Resumen del articulo sobre el sistema TAM en Lupus.

A continuacién se presenta la publicacion cientifica titulada “Vitamin K-dependent
proteins GAS6 and Protein S and TAM receptors in patients of systemic lupus erythematosus:
correlation with common genetic variants and disease activity”, donde se exponen los resultados
obtenidos del analisis de los niveles de Gas6 y proteina S, y sus respectivos receptores en forma
soluble sAxl, sMerTk, sTyro3, en muestras de plasma de controles y de pacientes de lupus. Se
analizaron ademads las posibles asociaciones genéticas entre variantes de los genes de estas

proteinas y la presencia de la enfermedad.

A Gas6 y proteina S se les ha atribuido un papel en la reparacion de tejidos danados, asi
como su interaccion con los receptores TAM en la eliminacion de las células apoptoticas y en la
regulacion del sistema inmunitario innato, como también ha mostrado que su deficiencia en

ratones favorece el desarrollo de patologias semejantes a las encontradas en pacientes de lupus.

Para dicho estudio se compararon 50 muestras de controles sanos, con 50 muestras de
pacientes de lupus en diferentes estadios de la enfermedad, pareadas en sexo y edad, y de la
misma zona geografica. Se analizaron algunos de las variantes genéticas de GAS6 y los genes de
los receptores TAM definidos en anteriores estudios. A nivel proteico se analizaron las
concentraciones de Gas6, la forma soluble de los receptores (sAxl, sMerTk, sTyro3), y tanto la

forma total como la libre de la proteina S en plasma.

Entre los resultados significativos obtenidos en el estudio destacan que los niveles de
Gas6 fueron mayores (32.3+1.5 vs 27.2£1.08 ng/ml) y los de proteina S libre menores
(67.6+£3.34 vs 101+2.07 ng/ml), en pacientes de lupus que en controles. Dichos resultados se
correlacionaron correctamente con la clasificacion SLEDAI de los pacientes, donde en los peores

casos se encontraron mayores niveles de Gas6 y menores niveles de proteina S en su forma libre.
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Adicionalmente las concentraciones de los receptores TAM en su forma soluble en plasma,
fueron mas elevados en los pacientes de lupus que en los controles sanos: sAxl, 34.8£14.3 vs
25.9+15.3 ng/ml; sMerTk, 21.2+£10.8 vs 17.4+12.1 ng/ml; sTyro3, 3.62+1.13 vs 1.65+0.93
ng/ml. A nivel genético varios SNPs mostraron correlacion con la concentracion plasmatica de
la proteina. En el caso de MerTk en el intron 1 (c.61+2737G>A), la concentracion de la proteina
en plasma aumento cuando se estaba en presencia de la variante AA en pacientes. Para el intron
8 de GAS6 también paran la variante AA+AG, se observéd la mayor concentracion proteica en
plasma. En el caso de sAxl, se observo un aumento en la concentracion de la proteina en plasma,
cuando se estaba en presencia de la variante AG del intron 118. En el andlisis de los SNP de
sTyro3 no se observd ninguna relacion entre variantes genéticas y la concentracion de la proteina

en plasma.

En resumen, el presente estudio establecid una correlacion entre el sistema TAM y la
actividad de la enfermedad. Se observé una asociacion entre niveles de las proteinas en plasma y
algunas variantes en los genes de estas proteinas, asi como mayores niveles de los receptores en
su forma soluble y de Gas6 en pacientes de lupus que en controles. En cambio, se detectaron
menos niveles de proteina S en forma soluble en pacientes de lupus en correlacién con controles
sanos, lo que puede ser indicativo de que la falta de esta proteina pueda afectar la regulacion

adecuada del sistema inmunitario, patologia caracteristica de esta enfermedad.

Articulo I. Vitamin K-dependent proteins GAS6 and Protein S and TAM
receptors in patients of systemic lupus erythematosus: correlation with
common genetic variants and disease activity.

Arthritis Research Theraphy. 2013 Mar 12;15(2):R41.

Vitamin K-dependent proteins GAS6 and Protein S and TAM receptors in patients of systemic
lupus erythematosus: correlation with common genetic variants and disease activity.

Recarte-Pelz P, Tassies D, Espinosa G, Hurtado B, Sala N, Cervera R, Reverter JC, de Frutos
PG.
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B acthyitis

Vitamin K-dependent proteins GAS6 and Protein
S and TAM receptors in patients of systemic
lupus erythematosus: correlation with common
genetic variants and disease activity

Pedro Recarte-Pelz', Dolors Tassies™!, Gerard Espinosa’, Begofia Hurtada!, Wiria Sala®, Ricard Cervera®,
Joan Carles Reverter’ and Pablo Garcia de Frutos™

Abstract

Introduction: Growth arrest-specific gene & protein (GASE) and protein 5 (ProS) ae vitamin K-dependent proteins
present in plasma with important requlatory functions in systems of response and repair to damage. They interact
with meceptor twosine kinases of the Tyio3, Axl and MerTK receptor tyrosine kinase [TAM) family, invalved in
apoptotic cell clearance (efferocytosis) and regulation of the innate immunity. TAM-deficient mice show
spontaneous lupus-like symptoms Here we tested the genetic profile and plasma levels of components of the
gystermn in patients with systemic lupus envthematosus (SLE), and compare them with a aontrol healthy population.
Methods: Fifty SLE patients and 50 healthy controls with matched age, gender and from the same geographic
area were companed. Genetic analysis was performed in GASS and the TAM receptor genes on SNPs previously
identified. The concentrations of GASS, total and free ProS, and the soluble forms of the three TAM receptors (sAsd,
shMarTK and sTyio3) were measured in plasma from these samples.

Results: Plasma concentrations of GASH were higher and, total and free ProS were lower in the SLE patients
compared to contrds, even when patients on ol anticoagulant treatment were discarded. Those parametans
comelated with SLE disease activity index GLEDAD score, GASE being higher in the most severe cases, while free
and total ProS wene lower. All 3 soluble receptors increased its concentration in plasma of lupus patients.
Conclusions: The present study highlights that the GASSProS-TAM system correlatas in several ways with disease
activity in SLE. We show here that this correlation is affected by comman polymonphisms in the genes of the
systerm. These findings underscore the importance of mechanism of regulatory control of innate immunity in the
pathology of SLE.

Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic auto-
immune disease characterized by an impairment of the
regulation of the immune system [1]. This & reflected in
hyperactivity of lymphocytes, the production of patho-
genic auto-antibodies, and the formation of immune
complexes, which can lead to multi-organ damage.
Although the exact aetiology is not known, one of the
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possible triggers of this autoimmune reaction i a deficit
in the process of efferocytosis, the clearance of apoptotic
cells [2]. Under normal circumstances, apoptotic cells
are engulfed by macrophages and other phagocyting
cells using specific mechanisms, different from those of
phagocyting bacteria and other corpuscles [3]. This pro-
vides a clearance of possible auto-antigens in the early
phase of cell death without inducing inflammation or
the immune response. In SLE, however, the clearance of
apoptotic cells by macrophages is impaired, which may
allow apoptotic cells to serve as immunogens for the

& X3 Becarte-Pelz et A loeraes Biobed Cenmal Lad. This & an open acoess rede disibuted under #e terma of S Ot
Commors Atribution Liceree (hepfcestverommorsog dicermesh w0, wihich permis unesriced we, danbuson, and
regroducton i any medium, provided $e oiginal work & propedy ded

96



Recarte-Pelz ef al. Athvitis Research & Thergpy 2003, 15041
hittpe/anhritis-researchocomycontenty1 5241

induction of autoreactive T and B cells and drive the
production of auto-anthodies [4].

The reasons for the defective clearance of apoptotic
cells in SLE are not clear. The past decade has provided
significant evidence that the complement cascade,
immunoglobulin (lg) M or pentraxins as serum amyloid
P-component and C-reactive protein, contribute to the
clearance of apoptotic bodies. Macrophages recognize
apoptotic cells through an array of surface receptors [3].
Amaong them, the Tyro3, Axl and MerTK (T AM) tyro-
sine kinases play an especially important role in the
clearance of apoptotic cells by macrophages and dendri-
tic cells [5]. Mice lacking the three TAM receptors
rapidly develop lupus-like symptoms, being the MerTK
receptor the most potent mediator in this instance [6-8].
The main ligands that bind to and activate the TAM
family of receptors are growth arrest-specific 6 (GAS6)
and protein 5 (ProS), which are also capable of binding
to negatively charged residues exposed early in apoptosis
on the membrane surface of the apoptotic cell [9].

GAS6 and Pro5 are 75 kDa multimodular vitamin K-
dependent glycoproteins (VEKDPs) found in chordates,
sharing a 40 to 43% amino acid identity in different spe-
cies. Their modular architecture is identical, containing
an N-terminal y-carboxyglutamic acid (Gla) domain,
interacting with phosphatidylserine containing mem-
branes, followed by four epidermal growth factor-like
domains and two laminin globular-like domains that
contain the interaction site with TAM receptor tyrosine
kinases, the first one having a crucial role [10,11]. GAS6
is expressed in many tissues, including capillary
endothelial cells, vascular smooth muscle cells, and bone
marrow cells. Unlike other VEDPs, GAS6 production in
the liver is minor, and its concentration in plasma is
approximately 1,000-fold lower than that of ProS [1Z].
Pro5 has a critical function in regulating coagulation in
several critical steps [13]. ProS circulates as approxi-
mately 40% free ProS and 60% as a complex with C4b-
binding protein (C4BP); only free Pro5 is active as a
cofactor for activated protein C and a ligand for the
TAM receptor kinases [14]. Lower free Pro5 concentra-
tion in plasma is associated with an increased risk of
deep venous thromboembolism [15].

TAM receptors undergo a proteolytic processing in
the cell membrane, leading to plasma circulating levels
of extracellular fragments of the receptors (soluble
receptors). These forms have been shown to interact
with the ligands, modifying their function [16,17]. These
soluble fragments could have regulatory functions for
the GASE/ProS-TAM system, as well as being markers
of its state of activation.

Recently, several studies have focused on the compo-
nents of this system in groups of patients with lupus
[18-20]. Low values of Pro5 might have important roles
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in the pathogenesis of SLE, and acquired Pro$ deficiency
has been associated with the thrombotic complications
often encountered in these patients [21]. In contrast,
plsma GASH concentration was reported to be elevated
in patients with severe sepsis, and septic shock, or
inflammatory diseases without infectious agents and
severe acute pancreatitis. GAS6 concentration in SLE
has been evaluated by two studies, demonstrating either
an increased concentration or similar levels in patients
with lupus [18,22]. A genetic association of single
nucleotide polymorphic variants in the genes of the
GASA/Pro5-TAM system has been determined in cardi-
ovascular disease [23-25]. In the present study we corre-
late the plasma concentration of components of the
system with single nucleotide polymorphisms (SKPs)
characterized in the GASH/T AM genes.

Materials and methods

Individuals enmlled in the study

Plasma samples from a group of patients with SLE (n =
50) were obtained from the Department of Autoimmune
Diseases Hospital Clinic, University of Barcelona, Barce-
lona, Spain. A group of healthy individuals (n = 50)
without autosimmune disease, bleeding disorders, throm-
bosis or a history of pregnancy loss was obtined from
the Department of Haemostasia and Haemotherapy. The
two groups were matched for ethnicity (all Cancasians),
age (mean age 40 years) and gender (two men and
forty-eight women). Patients with SLE fulfilled the
revised criteria of the American College of Rheumatol-
ogy for the classification of SLE [26]. The main 5LE
clinical manifestations evaluated in this study were
defined according to the American Rheumatism Asso-
ciation glossary committee [27]. Disease activity was
scored using the Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index (SLEDAI) [28], while the SLE-associated
injury was measured by the Systemic Lupus Interna-
tional Collaborating Clinics/ ACR (SLICC/ ACR) Damage
Index [29]. The present study was approved by the
Human Experimental Committee of the Hospital Clinic
(Barcelona) and was performed according to the princi-
ples of the Declaration of Helsinki. Informed consent
was obtained from all participants.

Parameter determination in plasma samples

Free and total ProS were determined using standard
clinical laboratory methods (Asserachrom Protein 5 and
Asserachrom Free Protein 5, Stago, Asniéres, France).
Values are expressed as percentage of control plasma.
The concentration of the vitamin K-dependent ligand
GAS6, and the extracellular fractions of the receptors,
sTyro3, sAxd and sMerTK were analyzed in plasma from
controls and patients by ELISA. For determination of
GAS6, the technique described by Alciato et al. was
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used, with some modifications [30]. Capture and detec-
tion polyclonal antibodies were obtained from R&D Sys-
tems. The plates were blocked for 1 hour at room
temperature with diluent buffer (PBS with 1% bovine
serum albumin, pH = 7.4). The plates were washed
three times with wash buffer (PBS with 0.05%
Tween20). For the determination of sTyro3 and sMerTK
in plasma, ELISA was performed using previously
matched capture and detection antibodies (Duo Set
reagents from R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
Small modifications were introduced in the protocols of
the manufacturer. For sMerTK determination the dilu-
ent reagent contained 3% fish gelatin instead of albumin,
as indicated by Wu et al [20]. For the determination of
shxl, a polyclonal antibody from R&D systems was used
as capture antibody, while a biotinylated antibody was
used as detection reagent. Dilutions of plasma samples
were adapted for each assay. Standard curves were made
by serial dilution of purified proteins in each case. Mega-
tive controls were buffer alone and a plasma pool was
used as the internal standard of the assays.

Genotype determination and analysis

Genomic DNA was extracted from venous blood sam-
ples. Genotype determinations were performed as pre-
viously described, using quantitative real-time PCR [23].
In GAS6 [EMBL: ENSGO0000183087], we selected
rs8191973, rs7331124, rs7323932 and rs8191974 SNPs,
which form the haplotype block previously associated
with stroke. In TAM genes, after a search in the public
databases dbSMF, Ensembl and HapMap, we selected ele-
ven SNPs: four in TYRO3 [EMBL: ENSGO0000092445],
three in AXL [EMBL: ENSG00000167601] and four in
MERTK [EMBL: ENSG00000153208]. Inclusion criteria
were: to include both validated SNPs with minor allele
frequency (MAF) = 0.05, which were also potentially
functional SMPs (missense, located in putative splice-site
sequences or in both 5°-UF and 3-DS5 regions) andfor
were SMPs that tagged common haplotypes (minor hap-
lotype frequency of 0.05), according to Haploview analy-
sis of HapMap information on these genes. Genotyping
was performed by quantitative real-time PCR. SNPs
rsB191973, rs7331124, rs7323932, and rsB191974 in GAS6
and rsB69016 in MERTE, were genotyped using FRET
probes in a LightCycler™ 480 System (Roche Applied
Science, Penzherg, Germany). Amplification primers and
probes were designed and synthesized by TIEMOLBIOL
(Berlin, Germany). Genotypes of rsZ277537, rs1697 1872,
rs 2289743, rs12259 in TYRO3I, rs4802113, rs2304234,
rs2304232 in AXL and rs10496440, rs7573344, rs1 7R3I5605
in MERTK were genotyped by TagMan probes in an ABI
THO0HT instrument ( Applied Biosystems, Paisley, UK), fol-
lowing manufacturer's recommendations. SNF association
analysis was performed as reported previously using the
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SP5S package and SNPStats web tool. Detailed protocolks
and information on the SNP seection criteria are provided
in Hurtado et all [23].

Statistical analysis

Statistical Analysis was performed with Graphpad Prism
v 4.02 (Graphpad Software Inc, La Jolla, CA, USA).
Continuous results are expressed as mean + 5D, unless
indicated otherwise. Comparisons were made with Stu-
dent's t-test for equal variances or the Mann-Whitney
test if variances were different. As treatment with oral
anticoagulation affects Pro5 and Gas6 [12,31], we per-
formed comparisons between SLE patients and controls
in the whole groups and after excluding patients who
were under oral anticoagulation treatment. Comparisons
among plasma parameters and SLEDAL were performed
using the Kruskal-Wallis test Correlation among plasma
parameters was evaluated with Pearson's linear regres-
sion. F-values lower than 0.05 were considered statisti-
cally significant. The numbers of each genotype ohserved
were compared with those expected for a population in
Hardy-Weinberg equilibrium with the chi-squared test

Results

Patients

Fifty patients with SLE were analyzed. The main demao-
graphic and clinical characteristics are depicted in Table 1
Of note, five out of twenty-eight patients (18%) with lupus
nephritis developed renal failure, defined as glomerular fil-
tration rate < 60 mL/minute per 1.73 m”. In addition, five
patients (10%] were on oral anticagulant therapy.

Plasma values of GAS&/ProS-TAM system parameters in
SLE and controls

The different protein components of the GAS6/FPro5-TAM
systemn were measured in the samples of 50 SLE patients
and 50 age- and sex-matched controls (Table 2). The three
soluble forms of the TAM receptors were inoeased in the
50 patients of SLE compared with age- and sex-matched
controls (Figure la-c). Soluble Tyro3 had the largest
increase in concentration, more than double the concentra-
tion of the control group (L65 + 0.93 ng'/mL in controls
versus 3.62 + 113 ng/mL in SLE patients), followed by
sAx] (1.3-fold increase), and shMerTK (1.2-fold increase).

In contrast to the receptors, the ligands followed oppo-
site behaviours (Figure 1d-f); while GAS6 values increased
1.2-fold compared to controls, total and free ProS
decreased in SLE patients. The decrease was particularly
important in free ProS, at more than 30% of the control
values. Comparisons were also made after excluding the
five patients on anticoagulant therapy, as Pros and GAS6
concentrations are affected by it [1231], and there were
similar significant differences (GAS6 322 + 10.3 ng/ml,
£ = 0.008; total ProS 874 + 16.0% of control plasma; free
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Table 1 Demographic and dinical characteristics of patients with systemic lupus erythematosus [SLE) and healthy

ontrols
SLE patients Healt by controls
in =500 in = 50]
D mogeaphic characienssios
Age at shudy, yeas, 4032 + 105 403 + 105
mean + 50
G, Temaemale 482 483
Clinical chamcenstics
Aanhalis, n (% 43 (95%)
Shin nwalvermendt, n ) 41 {329
Gormenulibnephalis {dess) n 9 28 {550)
e M 21
Chass V=3
Chass I 2
Class | 2
Heemataogic involverment, n (%) 21 {49

Sercaiis, n gl

Meurodogical nvolvamendt, n 96
SLEDA sooee, mean + 50 fange)
ST scoee mean + 5D (Enge)
Ol antiaeaguilaBion, n

Hemolylic anamia 22%
ThromiboayTopenia 34%
14 {25%)
8 {15%)
592 + 5890, 26)
152+ 15340, 7)
5 a

SLEDAL Sysiemic lupus Erghematrsus Diseas e Adivity index SUCC, Systemic Lupus nemasonal Collahorating Chnices n, number of patins or conirols

Pro5 71.7 + 21.0% of control plasma, # < 0.0001in both
cases). After applying the Bonferroni correction for multi-
ple comparisons in the plasma measurements, sTyrod and
free ProS concentrations remained significantly higher in
the SLE group compared to controls.

Disease activity, severity and plasma values of GASS/
Pro5TAM system parameters

Several measures of the GAS6/Pro5-TAM system corre-
lated with the severity of the disease (Figure 2). For instance,
when we compared the group of patients with a SLEDAL
score lower than 3 (n = 18) with those patients with a
higher SLEDAI score (n = 32), there was a significant differ-
ence in GAS6 plasma concentration (# = 0.005), with 270 +
19 ng/mL in the low-soore group and 353 + 1.9 ng/ml in

Table 2 Plasma values of the GASE/Pro5TAM system in
patients with systemic lupus erythematosus [SLE) and
healthy controls

the high score group (Figure 2A). Indeed, the low SLEDAI-
score group had the same GAS6 plasma concentration as
the control group. This difference remained significant
when the five patients on oral antimagulants were excluded
[ = 0.003). In contmmst, the TAM receptom had only mod-
erate increases in the high SLEDAI group for sTyro3 (3.2 +
L0 ng/mL vs 3.9 + L1 ng/mL; # = 0.03) (Figure 2B); or
no differences for sAxl (313 + 12.0 ng/mL vs 368 +
153 ng/ml; # = 0.26) and sMerTK (192 + 103 ng/mL vs
23+ 11.0 ngfml; P =0.29) (data not shown). ProS para-
meters were also similar in high and low SLEDAI groups
when the five patients who were receiving oral anticoagula-
tion were exduded from the analysis (total ProS 846 + 3.4%
vs 916 + 3.0%; P = 0.13; free Pro5 712 + 45% vs 724 +
42%; P =0.8).

GASH, sMaTE, and sTyro3 showed a signifimnt positive
linear correlation with SLEDAL but not sAxl (Table 3).
While total Pro$ showed a negative significant correlation
with SLEDAL, free ProS values showed no signifimnt oorre-

lation. In contrast, no parameter correlated with the SLE-

SLE patients  Healthy controls P
{n =50 {n = 50)

s, ngutimil 348 + 143 259+ 153 Q0035
aexTH, ngionlL 2132+ 108 74+ 121 a0z
Ty, gl 362+ 113 165 + 09 < L000*
GASE, ngimil 3234150 72k 1M Q0087
Pros, Tom, % B26 & 308 14 & 152 < Q0001
Pros, es, % 676 +334 1010 + 207 < 1L000H*

associated injury score, as measured by SLICC, with

sherTK being marginally significant (Table 3).

Differences in GASSProS-TAM in spedfic SLEDAI
manifestations
Patients with renal failure (n = 5) presented higher values

(uamiratie vasables & cxpressed as mean + standard deviation. *Significant
after Bonfemroni comreciion for multiple com s ons.

of GAS6 (42.5 + 4.0 ng/mL vs 31.2 £ 1.5 ng/ml;
P =0023); MeeTK (314 + 7.3 ng/mL vs 20.1 + L4 ng/ml;
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Fgure 1 Plasma concentrations of the components of the growth arrest-specific gene 6 protein (GASSVP rotein 5 (ProS-Tyrod, Axl
and MerTK receptor tyrodine kinase [TAM) system in systemic lupus erythematosus (SLE) and in normal controls. Mosmal antob wene
matched for age, ethnicity and geographical ares in = 50). Values were significanty different (F < 0051

£ =0024); and Tyro3 (46 + 04 ng/mL vs 35 + 0.2 ng/ml;
P = 0.031). When the 28 patients with different degrees of
glome rulonephritis were excluded from the analysis, all
measurements remained significantly different in SLE
patients compared to controls, with the exception of
sMerTK (not shown). From the rest of the manifestations,
only thrombocytopenia showed significant differences in
GAS6 values, increasing to 38.1 + 3.5 ng/mL compared to
30.0 £ L5 ng/mL (P = 0.017), while signs of haemalytic
anaemia increased MerTK values to 27.3 £ 37 ng/mL
oompared to 195 + 1.6 ng/mL in patients without anaemia
(P = 0032).

GASS-TAM genetic variants and plasma concentrations in
lupus and control patients

Mext, we genotyped SMNPs of the GAS6/Pro5-TAM genes
selected from a previously described population of patients
with atherosclerotic disease and controls in the same geo-
graphical area [23.24]. From those determined, three SKPs
showed clear differences among genotypes in their gene
product plasma concentrations. For SMNP rs869016 in
MERTK intron 1 (c.61 £ 2737G > A), most of the differ-
ence in sMerTK concentration could be attributed to the
AA group. The concentration of sher TK increased from

123 + 1.8 ng/mlL in five AA controls to 293 + 5.5 ng/mL
in the eight AA homozygote patients. This concentration
was significantly higher compared to the AG and GG
patients (P = 0.019). Genotypes carrying the A allele of
GAS6 intron 8 SMP variant (rs8191974) increased from
2.2 + 1.3 ng/mL in 33 AA + AG controls compared to
33.1 + LB ng/mL in 31 5LE patients (P = 0.002), while
there was no difference in the GG group (Figure 3). In the
ase of AXL, the observed increase in sAx] could be attribu-
ted to crriers of the G allde (246 + 5.2 ng/ml in 17 GG +
AG controls compared to41.2 + 3.8 ng/mL in 19 AG 5LE
patients), while no differences were ohserved in the A
genotype between SLE and controls. No differences in
plasma concentrations were observed in relation to the

other SMPs genotyped

Discussion

The GAS6/Pro5-TAM system of vitamin K-dependent
ligands and tyrosine kinase membrane receptors could
have a prominent role in SLE, based in the ohserved phe-
notype of TAM knockout mice models [6,8]. Recent
reports have evaluated the plasma concentrations of the
soluble forms of the TAM receptors and ligands in SLE
[18,20,22]. In the present study we measured all parameters
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in a population of SLE patients and compared them with a
control population and with the activity of disease. The
general pattern of variation of the GASG/ProS-TAM sys-
tem parameters in SLE is similar in the studies available,
although we found a higher increase in sTyro3 and sAod,
while there was only a moderate increase in sMerTK
plasma concentration, in contrast to a previous work [20].
The concentrations of the three receptors were in the
ranges reported in most previously published studies, with
sl'yro3d « sMerTK < sAxl. Remarkably, both ligands, the
vitamin K-dependent ProS5 and GAS6, were significantly
different in the control and SLE populations, with higher
GAS6 concentration and lower Pro5 in SLE patients.
Previous results found a negative correlation between dis-
ease and free ProS, but no significant decrease [18]. GASH
was found to be increased and correlated with SLEDAL in
two studies [2232], but not in a smaller sample [18]. Most
likely, the differences among smdies are due to the intrinsic
heterogeneity of the populations in each case. Some studies
have indicated that specific traits of SLE evaluated in SLE-
DAL such as nephritis [20,22] or neurologic disorder [18],
affect the values of GAS6 or sMerTK. We confirmed
higher values of both GAS6 and sMerTK in patients with

Table 3 Linear comelations of plasma values with SLEDAI
and SLICC scores

SLEDAI sLCC
Pearson’s £ P Pearson’s r P

GASE 037 a2 1 a.1a7 1.193
Total Fros 0359 an Q50 a741
Faee Pros 0233 0103 0052 0735
hd 0008 ass7 0185 0198
MerTh 0425 a3z 0385 0045
sTwo3d Q437 Q001 ana 2414

SLEDAL, Syseemic lupus Enghematmsus Desexce Adiviy Index; SUCC Systemic
s intemational Colabomting Qenecsimencan College of Rheumatology;
Gits, growth amest-speciic gane & pEtein.

renal failure. In accordance with these findings, higher
values of GAS6 have been reported in chronic renal failure
[33]. The sMerTK values seem linked to kidney disease, as
the increase was mainly in patients with renal failure. This
was not the case for the other parameters.

A second source of heterogeneity is the effect of specific
genetic factors on the plasma concentrations of GASA,
shxd and sherTE. Different populations are likely to pre-
sent differences in the genetic distribution of the alleles
studied, and this could be reflected in the plasma concen-
trations of the proteins. Indeed certain GAS6 variants
have shown mnsiderable differences between populations
from Europe and Asia [23,24,3435]. If some of these var-
iants would have functional consequences, this could be
reflected in plasma concentrations of the gene products.
[ue to the design and sample size of the study, it was not
our goal to analyze the SWP distribution in SLE compared
to the healthy population. A previous study in a Korean
SLE population found no association between the risk of
SLE and several MERTE polymorphisms, but found an
association with lenco- and/or lymphopenia in SLE
patients [36]. A recent study of GAS6 SNPs showed link-
age with traits of SLE, including vasculitis (rs1803628) and
thrombocytopenia (rs8191974), suggesting that larger stu-
dies could find associations between these genes and the
development of certain disease traits [37].

Several parameters of the GASE/ProS-TAM system cor-
related with the activity of disease measured through the
SLEDAI score in our study, in line with previous findings
[18,20,22]. We found significant positive correlations of
SLEDAIL with GASH, sherTK and sTyro3, similar to Wu
et al [20], but mntrary to Ekman et al [23], the concen-
tration of sAx] did not correlate with the SLEDAL while
levels were found to be inmeased in both studies. It is pos-
sible that sAx] is correlated only indirectly with the disease
activity, and thus this correlation is lost in some popula-
tions. It is interesting to note that sMer TK was the only
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Figure 3 Plasma concentrations of sMerTH, sAxl and growth arrest-specific gene & protein (GASE6) according to specific genotypes.
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parameter of the system correlated with damage cansed by
the disease as measured by SLICC

Although the mechanism and significance underlying the
ohserved differences in SLE patients cannot be inferred
from the studies published until now, it is interesting to
note that while GAS6 follews the soluble TAM receptors,
augmenting SLE, Pro5 does not GAS6 forms a stable com-
plex with sAxl in human serum, where sAx maolar concen-
tration is in excess of GAS6, blocking the activity of the
ligand [38]. Furthermaore, it has been shown that the pre-
sence of GAS6 activates the recycling of Axl receptors in
the cell membrane [39]. Therefore, the increase observed
in sTyro3d, sAxl and GAS6 could reflect an increase in
TAM regulatory activity due to the inflammation derived
from the illness [40]. In this context, it is interesting to
note that inflammatory molecules such as bacterial lipopo-
Iymaccharide induce TAM shedding [41). The role of GASG
activation of Axl and MerTK has been shown to be down-
regulatory of the inflammatory innate response for several
af its cellular components, including dendritic cells, natural
killer cells and macrophages [40].

A second mechanism that could be reflecting the asso-
ciation of GAS6/Pro5-TAM measurements and SLE is
efferocytosis. Apoptotic cells, if not cleared properly, could
release cellular contents that become self-antigens and
develop the autnimmune reactions characteristic of pathol-
ogies such as SLE [4]. Presence of apoptotic cells in lym-
phatic tissue and decreased engulfment of apoptotic cells
by macrophages and dendritic cells have been reported in
SLE patients [42,43]. TAM kinases, and in particular
MerTE, is essential in the proper clearance of apoptotic
cells [40,44]. Some studies have suggested that the relevant
MerTK ligand is Pro5 [45,46], but GAS6 has also been
shown to activate MerTK [47]. ProS concentration is

almost 1,000 times that of GAS6 in serum, and ProS has
been shown to be the main serum adjuvant in efferocytosis
[48]. The decrease of Pro5 detected in SLE patients is not
large enough to be diagnosed as acquired ProS deficiency,
and therefore, it is unlikely to have a strong efect on the
risk of thrombosis. Still, it could have important conse-
quences in the case of apoptotic cell clearance, which
could be accentuated in SLE macrophages and dendritic
cells [42,43 49].

Conclusions

Here we show the association of several parameters
related to the activity of TAM receptors and their
ligands in patients with SLE. As suggested by other
reports, GAS6 and other components of the system
could be good markers of the development of SLE.
Further studies with larger populations are needed in
order to validate this assumption, as well as to deter-

mine the possible genetic components that could be
best linked to the disease.
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Resumen del articulo sobre la situacion de Axl en insuficiencia cardiaca.

En el proximo apartado se presenta los resultados obtenidos del analisis de concentracion
de Axl en biopsias de corazén y de sAxl en muestras de plasma de controles sanos y pacientes de
insuficiencia cardiaca “AXL receptor tyrosine kinase is increased in patients with heart failure”.
La meta de dicho estudio era evaluar los niveles de Axl en pacientes de insuficiencia cardiaca,
partiendo del hecho que el receptor se encuentra altamente expresado en el tejido del musculo
cardiaco, como se menciond en la introduccion, por lo que se plantio la idea de que dicho

receptor podria tener un papel relevante en dicha patologia.

Primero se realizo el analisis de los valores de sAx]l mediante la técnica de ELISA en
muestras de plasma de 76 pacientes sanos (controles) y 192 con insuficiencia cardiaca en
diferentes niveles de desarrollo de la enfermedad. Desde los primeros experimentos se observo
una concentracion mayor de la proteina en su forma soluble en pacientes, y aun mayor en
aquellos en estadios avanzados de la enfermedad. Los promedios de la concentracion de sAxl en
pacientes con una fraccion de eyeccion reducida (HF-REF) fue de 86.3+£2.0 ng/ml, con fraccion
de eyeccion preservada (HF-PEF) 82.8+6.3 ng/ml, mientras que en controles fue de 67.8+2.0
ng/ml (P<0.0001). Cuando se practico el analisis ROC para discriminar pacientes de controles, se
obtuvo una respuesta positiva con un valor AUC=0.715 (P<0.0001). Como se comento
anteriormente, los mayores niveles de sAxl se observaron en pacientes con NYHA clase Il y 1V,
en comparacion con los de clase II (P=0,0001). Ademas de estos resultados se pudo observar que
los valores de sAxl estaban correlacionados con un aumento de la presion sanguinea,
disminucién de la capacidad funcional, disfuncion renal, fibrilacion atrial, anemia y elevada

bilirrubina. Dichos pardmetros estan asociados a un peor prondstico para la enfermedad.

Para el analisis de las muestras de corazon, se recolectaron muestras del ventriculo
izquierdo de 2 grupos, controles sanos (n=11), y de pacientes (n=15) con severos casos de
insuficiencia cardiaca en el momento del trasplante cardiaco. A partir de las muestras
congeladas, se realizaron cortes del tejido y se procedi6 al andlisis de los mismos mediante la
técnica de inmunoblot. Se observd una concentracion 6 veces mayor del receptor Axl en

muestras de pacientes que en controles (P<0,0001). Con estas pruebas se pudieron comprobar
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dos planteamientos, la alta concentracion de Axl en el corazdn, y que los niveles del mismo se
ven aumentados en pacientes con insuficiencia cardiaca. De esta manera se pudieron
complementar los estudios realizados sobre las muestras de plasma, confirmando que los niveles
de Axl y sAxl se ven aumentados en pacientes con la mencionada patologia, y que ademas los

niveles de dicha proteina soluble pueden ser utilizados como biomarcador de la enfermedad.

Con estos experimentos realizados se pudo comprobar los altos niveles de Axl en el
corazdon, y que dichos valores aumentan en pacientes con insuficiencia cardiaca. La
concentracion de la forma soluble de dicho receptor también se ven aumentadas a nivel
plasmatico en pacientes de esta enfermedad. Los resultados obtenidos no solo proponen a sAxl
como un buen biomarcador de esta enfermedad, sino que ademas plantean que el receptor
tirosina quinasa miembro del grupo TAM, puede tener un rol importante en la misma. Faltaria
practicar mas experimentos que permitan estudiar el efecto de Axl en el corazon, y

especificamente en la insuficiencia cardiaca.

Articulo II. AXL receptor tyrosine kinase is increased in patients with heart
failure.

International Journal of Cardiology. 2014 May 15;173(3):402-9. doi:
10.1016/j.ijcard.2014.03.016.

AXL receptor tyrosine kinase is increased in patients with heart failure.

Batlle M, Recarte-Pelz P, Roig E, Castel MA, Cardona M, Farrero M, Ortiz JT, Campos B,
Pulgarin MJ, Ramirez J, Pérez-Villa F, Garcia de Frutos P.
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Methods and resulrs: AXL protein was enhanced 6-fold in myocandial biopsies of end-stage HF patients undergo-
ing heart transplantation compared to controls from heart donors (P< 00001 ). Next, we performed a transversal
study of patients with chronic HF {n = 192) and a group of controls with no HF (n = 67). sAXL and BNP circu-
lating levels were quantified and dinical and demographic data were collected.

T SAXL levels in serum were higher in HF (863 < 2.0 ng/mL) than in controls (67.8 £ 2.0 ng/mi; P< 0.0001 ), Also,
AXL receptor tymsine kinase sAXL correlated with several parameters associated with worse prognosis in HF. Linear regression analysis indi-
Prognesis cated that serum creatining, systolic blood pressure and atrial fbrillation, but not BNP levels, were predictive of
Myocardial damage SAXL levels. Cox regression analysis indicated that high sAXL values at enrollment time were related to the major
HF events (all-cause mortality, hean transplamation and HF hospitalizations) at one year follow-up (P < 0001},
adding predictive value to high BNP levels
Conchusions: Myocardial expression and serum concentration of AXL s elevated in HF patients compared o con-
trols. Furthermore, peripheral SAXL cotrelates with parameters associated with the progression of HE and with
HF events at short term follow-up. All together these results suggest that sAXL could belong to a new molecular
pathway involved in myocardial damage in HF, independent from BNP.
© 2014 Elsevier lreland Lid. All righis reserved.
1. Introduction and low survival rates [3]. Several etiologies underlie the diagnosis of

Heart failure { HF), characterized by a ventricular systolic or diastolic
dysfunction, constitutes the end-stage of many heart diseases, Popula-
tion prevalence of HF averages 2 to 3% increasing to = 10% at 70 years
of age or older [1,2). Epidemiological studies report a link between HF
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S5 Funding: This work was supported by grants from the Fundacio la Marast de TV
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D167-5273/0 2014 Elsevier Ireland Lid. Al rights reserved.

HF, including pathological remodeling of the myocardium after an
infarct. Other important etiologies include cardiomyopathies, hyperten-
sion, valvular heart disease, and taxins, Therefore, we can consider HF as
a multifactorial syndrome with abnormalities of cell signaling. that are
reflected in the contractile function of the myocardium as well as in
cardiac cell survival and death [45].

Receptor tyrosine kinases (RTKs) are membrane proteins recogniz-
ing extracellular signals leading to cellular responses such as prolifera-
tion, arrest or activation. AXL belongs to the Tyro3, Axl and MerTK
(TAM) subfamily, of RTKs and is a protein of particular interest as a
potential player in the pathophysiology of the failing heart. Although
the TAM receptors were first cloned as orphan receptors, affinity purifi-
cation techniques led to the identification of Growth Arrest-Specific 6
protein (GASG6) as the AXL ligand [6]. GAS6 has significant structure
and sequence similarity with the vitamin K-dependent protein S, but
lacks its anticoagulant activity [7]. Cells of the vasculature including
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endothelial cells, vascular smooth muscle cells and fibroblasts synthe-
size and express GAS6 and AXL [8,9]. According to the GeneAtlas data
set, AXL is highly expressed in the heart, including cardiomyocytes,
ameong other organs [10]. Membrane bound AXL can be shed by the ef-
fects of a Disintegrin and Metalloproteinase domain-containing prote-
ase {ADAM), leading to a soluble form that is detected in plasma as a
stable complex with its ligand GAS6 [11,12].

The aim of this project was to analyze the AXL myocardial and serum
levels in patients with HF and whether it could be useful in assessing the
stage of the HF. Hence, we analyzed the relationship of sAXL with
parameters that are affected in HF and estimated the value of sAXL in
predicting events at one year follow-up.

2 Methods
2.1. Collertion ond analysis of umaon heont somples

Human heart samples were 2nalyzed in 2 populations: control samples (n = 11) were
non-disested biopties. These samples were from organ donors whose heart could not be
wsed for transplantation because they did not match the requirements of the potential
heart receptors. Left k ke were collected at the time of organ donation.

Cate samples (n = 15) were pathological human keft ventricke biopeies (nom patients
with severe HF obiained at the rime of cardiac transplantation, 2< described previoushy
[13]. Whenever it was possible, sample harvest of around 1 om® myocardial biopsies
was performed in a middie region between the apex and the base. The myncardial tissoe
was immediately immersed in liquid nitrogen, The Ethical Committee of the affiliated in-
it the |

appe

2.2 Western Blot analysis of sAXL profein

Myocardial proteins were extracied from lelt ventricle biopsies, if possible from the
anterior wall Samples were submerged in 1 mLof ice<cold protein lysis buffer containing:
50 mM Tris HO pH 7.5 (T5841, Sigma . 150 mM Na(l | 106404 5000, Merck), 15 Nonidet
P40 (Tergiiol solution, NP4OS, Sigma), 05% sodium deaxycholate (D6750, Sigmal, 01%
sodinm dodecyl sulfate (L5750, Sigma), 1 mM phenylmethanesulfony] luoride | F7626,
Sigma), 1 mM sodium onthovanadate {S6508, Sigma). 1 mM Pefabloc {1 1429868001,
Roche) and complete Mini Protease inhibitor Cocktail (11836153001, Reche ). Samples
were homogenired with an Omai TH gerizer | Omni Inc) After 1 h
of rotation at 4 “C. samples were centrifuged &t 10,000 g at 4 °C for 30 min. The upper
phase was collected and the total protein congentration was quantified with the Fiere
BCA protein Assay method (23227, Thenmo Soentific, Pierce ) relative toa BSA standard
curve, Thirty micrograms of total protein extract were loaded to NuPage® 4-12% Bis-
mm[wm;uuammmpu&mmmmmnm
{Imvitrogen ). Proteins were transferred from the gel to a nitroceliul g a
uu;uummn:nnuummmmmmmum
mermirane with phosphate buflered lution { PES, Ficher Scientific), 0.1% Tween 20
(P1379, Sigma-Aldrich) and 5% of skirmmed milk, it was incubatsd overnight at 4 "C with
the AXL (c-20) primary antibody against the carboxy terminal protein of the full-length
hamnam protein diluted 1/1000 {sc- 1096, Santa Cruz Biotechnology ). Afterwands, the mem-
brane was incubated during 1 hwith an HRP-Rabbit anti-Goat secondary antibody dikited 1/
S000 (31402 Thenmo Scentific). Final deection of the AXL protein band was accomplished
with the ECL kit Supersignal West Pico Chemioluminescent Substrate {34080, Therma
Schentific ).

Quantification of the integrated density of the bands around 150 kiDa was done with

dilation parameters, systolic function and the EF were assessed by echocardiography.
One hundred ninety-two patients were included with a major reduced Jeft ventricular
function, and wete designated as HF. Patients under 18 years of age were excluded as
well 2 patients affected by other fibroproliferative dissases such as; kidney failure (creat-
inine levels >3 mg/dL), cirthosis, bone metzbolic disease, hyperthyroidismn, pulmonary fi-
brosks, systEmic scierosis, macular degeneration and amyloddosis.

This study complies with the Declaration of Helsinki, the Ethical Committee of the af-
filiated imstitution approved the protocol and all subjects gave written, informed consent
o participate i this sudy.

2.4 Patient shert term follow-up

Follow-up data of 1 year + 1 month were obtamed from either a clinical or a tele-
phone interview or from the chiniczl records, The events that were recorded wene as fal-
lows: hospitalizations for either HE, acute coronary syndrome, cardiorespiratory arrest,
ventricular tachycardia or fibrillation; device implantation of either a pacemaker. an im-
planiable cardioverier-defibrillator (ICD), cardiac resynchronization therapy (CRT with
or without [0} percutaneous revascularization; cardiac surgery {for either heart trans-
plantation, comonary revascularization or others); ictus and all-cause mortality (cardiac
and non-tardiac deaths ),

25 Controls characeristicy

Controls were 2 group of subjects with no HF wath a lower propartion of male subjects
{45%) than the patients (B5%, P< 0.0001 ). Conirols mean age was 486 + 2.0 years (n =
67} and was lower than the mean age of the patienis 51.8 + 0.8 years {(n = 192, P
< 00001 ), HF patients had higher proportions of ali risk factors than controls; Hyper-
tension P < 00001, Dyslipidemia P< 00001, Mabetes Mellitus # < 0.07, Current/former
smoker P= 00001, and Previous AMI P = 0LD00T.

26 Collection and analysis of serum and plasma samples

Biood samples were collected from an antecubital vein from all HF patients and con-
frols, Serum and plasma samples from the HF patients were collected on the enrolment
day.

To measire circulating levels of BNP, whole blood was ollected in a2 chilled tube with
the anticaagulant EDTA | 14]. The sample was prompily put on ice alter blood extraction and
was centiifuged at RCF 1800 g for 10 min 4t 4 “C. The supernstant was callected, abgquoted
and keps 2t — 80 "Cuntil analysk. Quantification of BNP plasma levels was performed and
validated in the Biomedical Core Facility of the Hospital Clinic of Barcelona. Briefly, plasma
WWWNAMWMmmnmmmmnwn-
mimEmchemisity analyzer {Si Healthcare Diagnostics, Tamytown, NY, USA], The intra-
mmdmmdiﬂﬂﬁmhmﬂymﬁmﬂm
wasof 234750V,

Sevum samples for sAXL analysis were kept at room temperature for at least 30 min
after blood extraction, to let the clot to be formed and were later centrifuged at RCF
1800 g for 10 min at room temperature, The supernatant was collected. aliquoted and
kept at —80 “Cuntil analysis. A new detection method for sSAXL quantification was devised
in vur laboralory using commercially available antibodies. Multiwell plates (96 wells,
Rubilabor ) were coated with the capture antibodies AF1 54 [RR&D Systems) at a concentra-
thon of 2.0 pg/mL in PES (137 m NaCl 2.7 mM KO, 8.1 mb NagHPO,, 1.5 mM KH,PO,,
pH 7.2, filtered through 2 0.2 um pore). The plates were waled and left overnight at
room temperature, The plates were washed three times with wash bulTer (PBS with
005% Tween 20 ) and then were blocked for 1 b at room temperature with PBS containing
1% BSA (Siggma ). Serum samples were diluted 200 times in PBS containing 1% BSA, A stan-
dard curve was made by serial dilution of 2 purified sAXL protein produced by recombi-

the Image] program [NIH, Marylind, USA). Each blot was loaded with 30 micrograms of
uunhqu*nlhnmmmﬁdpmﬂlfmmmmmu
ate given in relative units [RLU) as the ratio the densities of each saim-
p&dwﬂwmmdduﬂydthew

273 Patient enrolment ond collection of dinikcal data

This wis a transversal study of patients treated in 2 speclalized outpatient HF clinic
with chronic, stable HF with systolic dysfunction, characterized by an ejection fraction
(EF) less or equal to 405 ( mean evolution HF time of 7.5 + 06 years). Participants were
recruited in & consecutive manner based on presenting the inclusion criteria from May
2009 to November 2001 i the Hospital Clinic of Barcelona and from November 2010 ta
October 2011 in the Hospital Sant Pau of Barcelona Patients belonged to New York
Heart Association (NYHA) functional classes 11, Il or IV (mainly [l and 11}, HF patients
wiere diagnosed and assigned to a NYHA class by a group of cardiologists speciafized in
hetart Lailure and heart transplantation according (o the European Society of Cardicology
criferia |2]. These patients were considered to have stable HF becanse they did not have
4 hespital admission with a diagnersts of HF during the previous month before enrolment.

Historical reconds from these patients were refrisved and an echocardiography taken
within a year lrom the inchusion day was used for each patient. Clinical data such as BOG
data, HF evolution time, functional capacity measured as G-minute walking test
:m;mmmtw#mmmm
and medication were entered for analysic. Ventricular

nant e o of the extracellular part of AXL (R&D Systems | and concentratlons ane
given as ng'ml. A negative cantrol without plasma sample was used and pooled-plasma
samples were used in each plate as plate controls. After sample addition, the plates were
wiashed thiee times with wash buffer [PES with 0.05% Tween20). Then, 104 jil of the
BAF154, diluted in PRS contaiming 1% BSA was added a1 2 concentration of 50 ng/mL and
incubated 2 h at room temperature, The aspiration/wash steps were repeated and
100 gl of the working dilution of Streptavidin-HRP {Sigma ) were added to each well.
The plare was covered and incubated for 20 min at room temperature, The asplration/
wash sieps were repeated and a solution of tetramethyl-benzidine {slow kinetlc form;
Sigma ) was added o the well, The reaction was stopped with sulfurkc acld at 1 M concen-
tratlon, The absorbance of wells was determined with an automatic plate reader at
450 nin, Intra-assay variability was determined by evaluating eight replicates of two stan-
dard samples. The mean 30V was 6,45 and 9.21, respectively, Inter-assay mean 50V was
determined in six different plates and gave the value of 832

2.7, Dot amialysis

Logarithmic transformation with base e [In) was applied to sAXL and BNE valuoes to
achieve a normal distribution. Ln{sAXL) and Ln(BNF) were back transformed and results
are discussed in the et with the original sAXL and BNF values, The independent samples
T-test was applied to analyze for InsAXL) differences between the control and the pa-
tients groups or between two groups of patients, Patients were stratified as patients
with low SAXL levels { L-sAXL: sAXL values below te 3rd quartile 98,1 ng/mL) or high
SAXL (H-sAXL: AXL vahoes eual or above the 3rd quartile 98.1 ng/mL), Differences in
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continuous variables betwesn both groups were assessed with a U Mann-Whitney test
and differences in discontinuous variables with a Chi-Square test. Values are given as
mean and standard ermor of the mean (SEM). unless otherwise stated. We analyzed
whether the continuous variables thar had diffecent mezn vahues in the two HF groups
with L-sAXL <98.1 ng/mL or H-sAXL =981 ng/ml {Tables 1 and 3), cormelated with
In{sAXL) serum valueswith the Pearson corelarion factor. The variables thar were consid-
ered for a mmmln[mlmmﬁm iysmllrbhnd pressure,
diastolic blood pressure. G-minure walk di SETUM € fevels, gh lar fil-
tration rate, C reactive protein, urc ackd, h wholin, b crit and b ries and lym-
phoryte count. We also assessed whether there was 3 correlation between the sAXL
serum values and the established HF biomarker BNP. All variables correlated with
In{ sAXL) serum values and were introd uced in the linear regression model & independent
variables and In{sAXL) serum levels as the dependant variable. ENTER and STEPWISE
methods were both used for introducing the independent varables.

The relationship between InfsAXL) and the non-continuous vanables that werne differ-
ent berween the two HF groups (sAXL <981 ng/ml or sAXL =98.1 ng'ml was evaluaed
by an unkanovia analysis. The variables vabrular etiology and congestion signs did not pres-
ent statistical differences in the unianova analysis and were not further studied. The vari-
ables dyslipidemia, NYHA dlassification and atrial fibriflation showed differences with the
unianova anatysis and were introduced in the linear regression model rogether with the
continuous variables seram creatining levels and systolic blood pressure, Receiver-Opera-
tor Characteristic Curve (RDC) analysis of sAXL and BNP for discriminating HF patients
from controds was performed. The cut-off value for calculation of the specificity and sensi-
tivity for sAXL was the nearest point fo the upper-lefr corner and the point with highest
Youden's index value, We considered the BNP cut-off point of 35 pg/ml. because is the
upper fimit of the reference interval used in our cdlinical setting.

wmmmwmmwmuwﬁmdmalmmﬂq
heart ph i italizations due to HF was using statistical survival
mmqumum of the sAXL distrilution (98,1 ng/ml) or of the BNP dis-
tribiution (3627 pgimi) were used as cut-off points for stratification in the Kaplan—Meier
sarvival curves, and patients were divided in three groups with sAXL above the 3rd quar-
tile, with BNP above the 3nd quartiie or with both, sAXL and BNP, above the 3nd quartile.
Patients lost at the follow-up | 10 out of 192 were not inclded in the anatysis. Univariate
Cox regression model was evaluated with either all events or with the three HF events; all-
cause mortality, mn- 7 jon or HF hospi o with only the two major
events all-cause heart t ' i Hazard ratios were also cal-
culated with the Cox proportional hazard analysis A Cox regression analysis with 2 for-
ward stepwise model was performed to verify whether the varlable of sAXL values
belonging to the 3rd quartile added prognostic value to the evaluation of patients with
BNP levels belonging to the 3nd quartile.

Al P values reported are 2 sided, and those that were less than 0.05 were considensd
tor be statistically significant. Statistics were calculated with the SPSS version 180 (SPSS
Inc. Chicago, Minois].

3. Results

3.1, AXL protein is higher in myocardial samples from end-stage HF patients
than in controls

Western blot analysis of myocardial biopsies from 26 individuals
showed the presence of AXL as two high molecular weight bands of
approximately 160, 140 kDa (Fig. 1A), and three other bands of lower
molecular weight (120, 75 and 50 kDa), possibly corresponding to
proteolytic fragments or splicing variants of the full length membrane
receptor. The upper 160 and 140 kDa bands were quantified by densi-
tometry and compared, showing that samples from 15 HF patients
undergoing heart transplantation had a 6-fold increase in AXL immuno-
reactivity compared to 11 control donors with healthy hearts (1.2 £ 02
Relative Units (RU) versus 0.2 4 0.05 RU; P < 0,0001, Fig. 18).

3.2, SAXL is higher in HF patients than in controls and correlates with
parameters associated with the progression of HF

SAXL levels in serum were higher in patients 86.3 4+ 2.0 ng/mL than
in controls 67.8 £ 2.0 ng/ml (P < 0.0001, Fig. 2A). Higher sAXL values
were also encountered in patients with NYHA classes [1I-IV 100.2 +
4.9 ng/mlL (n = 54) compared to class Il patients 80.9 4 1.9 ng/ml
(n = 138; P = 0.,0001, Fig. 2B). Similar sAXL values were found in
HF patients with different etiologies, with the exception of higher
values in patients with valvular etiology, when compared against
all other HF patients (Table 1 and Fig. 3).

Receiver-Operator Characteristic Curve (ROC) analysis of sAXL for
discriminating HF patients from controls was performed. The area

Table 1
Baseline demographic, prior history and clinical charactenistics of HF patients siratified by
CANL 3rdd cpuartile Jevel.

SAXL mgml.
Parametrr <081 =931 P
Na. of pients 144 48
Demigraphics
Age. y. 6l=1 =1 ns
Male, n (%) 123 (85) 41 (85) ns
Female, n (£} 21 (15} 7{15) ns
Risk Factors, n (%)
Hypertension 109(77) Tz ns
Dyshipidemia 95 (58 20 (&4) D05
Diaheres Metlirus 50 (35} 16(33) ns
Curvent/former smoker 104 {73) 28 (61) ns
Previous AMI 70 (500 a0 (44]) ns
Clinical characieristics
Body Mass Inde, kgim? 281 £ 04 279+ 08 ns
NYHA classification, n (%)
n 12(78) 6 (54) QS
-V 3202 22 (46) 0005
Eriology. ni (%)
Idiopathic 40 (28) 137 ns
lchemic 75 (52} 18 (38) ns
Valvu Lar 12(8) 11(23) =0m
Hyperensive 4(3) 1(2) ns
Other 13(9) 5{10) ns
Heart rate, beats/min 75+ 12 722+ 11 ns
Systolic blood pressure, mmHg 1200+ 19 085 £ 24 = 0005
Diastolic blood pressurs, mmtg 7A3+0 683415 < 0
Pulse pressure 471 £ 16 0.6+ 22 ns
Abdominal perimeter, cm 1028 £ 12 09+ 1 ns
&-min walk distance, m 418 + B9 L1174 <005

AN {acute myocardial infarction)),

under the curve (AUC) was 0.715 and its 95% confidence interval esti-
mate was from 0,649 to 0.782 (P < 0.0001). A cut-off point value of
71 ng/ml of SAXL gave a 70.3% of sensitivity and 64.2% of specificity.

1.3, Patients’ characteristics

Comparison of the demographic and clinical characteristics of HF
patients classified as patients with serum sAXL levels lower than
98.1 ng/ml. the 3rd quartile value of SAXL (L-<AXL, n = 144) or patients
with higher or equal serum sAXL levels than 98.1 ng/mL (H-sAXL,
n = 48) is summarized in Tables 1 to 4. Lower systolic arterial pressure
(P < 0.005) and lower diastolic arterial pressure (P < 0.01) and less
functional capacity measured with the 6-minute walk test (P < 0.05)
were found in the H-sAXL group when compared to the L-sAXL group
(Table 1). Among common cardiovascular risk factors, lower proportion
of dyslipidemia was found in the H-sAXL than in the L-sAXL group
(P < 0.005, Table 1). When comparing the frequency n{symmms
and signs between both groups, we found a higher proportion of
patients with congestion signs, in the H-sAXL than in the L-sAXL
group (P< 0,01, Table 2).

No differences in the echocardiographic characteristics were found
between both groups of HF (Table 2). When comparing ECG findings,
we encountered that the H-sAXL group had a higher percentage of
patients with atrial fibrillation than the L-sAXL group (P < 0.05,
Table 2). Patients in the H-sAXL group had higher values of BNP (P =
0.001), serum creatinine (P < 0.001), lower glomerular filtration rate
(P < 0,0001), higher uric acid levels (P < 0.05) and higher C Reactive
Protein (P < 0,01, Table 3). Analysis of blood parameters showed that
the H-sAXL group had lower lymphocytes (P < 0.05) and erythrocyte
count (P = 0.001), hemoglobin levels (P < 0.05) and hematocrit
(P < 0,05, Table 3). No other differences in laboratory values were
found between the two subsets of patients. Pharmacological treatment
was very similar in both groups except for a lower intake of statins in
the H-sAXL group (P < 0.01, Table 4) and for a higher proportion of
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Table 2
Bzseline HF symprroms and signs, ECG and echocardiographic parameters of HF patients
stratified by sAXL levels.

sAXL, ng/mil

Parzmeter <0E1 =0E1 Pp

No. of patients 144 48

Symproms and skgns.
Paroxysmal nocrumal dyspnea, n (%) 24.(18) 6(15] s
Reduction in exercise tolerance, n (%] 56 {42) 18 (500 ns
Orthopnea, n (%) a0 {30) 11(28) ns
Syncope, n (%) 18{14) 4(8) ns
Lower extremity edema, n (%) 18{13) 614} ns
Congestion signs, n (%) 4(5) G(27) <01
Jugular venous distension, o (%) 7(9) 5(24) ns
Heparojugular reflux, n (%) 14{18) 4(20) ns

ECG parameters
Sinusal rhythm, o (%) 86 (61) 24 (52) ns
Atrial fibrillation, n (%} 5{6} B(17) =005
QS length, ms 1348 = 32 1345+ 55 ns
Interval PR, ms 1689 = 40 1686 + 6.0 ns
Necrosis Q waves, n (%) 32 (34) 7(24) ns
Intervent conduct disorders, n (%) TT{61) 28(70) ns
Left bundle branch block, (%) 18 {21) 8{29) ns
Pacemaker, n (%} 77 (54) 29 (60) ns
Resynchronization therapy. n (%) 19(13) 4(8) ns

Echocardiveraphic parameters
LVESD, mm 535+ 10 536+ 1.7 s
LVEDE, mm 675 & 08 669 + 1.2 ns
IVEF, & 276 & 06 B54+ 10 ns
LAD, mm 474+ 07 505 & 16 ns
VST, mm 103 £ 01 108+ 03 ns
LVYPWT, mm 99 +01 101 +02 ms
VM, n (%) 57 (42) 24({53) ns

Intervent conduct disorders ( Interventricular conduction disorders ), LVESD (left veniricle
end-systolic diameter). LVEDD (left ventricle end-diastrdic diameter], LVEF ( left ventricle
efection fraction |, LAD | Left atrial diameter), IVST {Interventricular seprum thickness),
IVPWT { Lefi ventricular posterior wall thickness), LVH {Left Ventricular Hypertrophy
defined as VST = 11 mm).

patients taking diuretics, oral digoxin and antiarrhytmics in this group
that almost reached significant differences.

3.4. Analysis of sAXL with other clinical variables

We next analyzed whether the continuous variables that had differ-
ent mean values in the two HF groups with L-sAXL <98.1 ng/mlL or
H-sAXL =98.1 ng/mL (Tables 1 to 3}, correlated with In[sAXL) serum
values with the Pearson correlation factor. We found that In{sAXL)
serum values directly correlated with In{BNP) (R = 0.270, P < 0.001,
n = 167) serum creatinine levels (R = 0.36, P= 0.0001, n = 189), C
reactive protein (R = 0.227. P< 001, n = 143), uric acid (R = 0253,
P < 0.01, n = 132) and inversely with systolic blood pressure (R =
—0.323, P< 0.0001, n = 184). diastolic blood pressure (R = —0238,
P = 0.001, n = 183), 6-minute walk distance (R = = 0207, P< 0.01,
n = 171), glomerular filtration rate (R = —0.296, P < 0.0001,n =
178), hemoglobin (R = —0.217, P< 0.01, n = 187}, hematocrit (R =
—0.207, P = 0.01, n = 189), hematies count (R = —0.243, P< 0.01,
n = 183) and lymphocytes count (R = —0.211, P< 0.01, n = 188).

Evaluation of the putative interaction between In(sAXL) and the
continuous variables that correlated with In{sAXL) was done with a
linear regression method with In(SAXL) as a dependant variable. We
found that serum creatinine levels (P< 0.0001) and systolic blood pres-
sure (P« 0.001) were predictive of In{sAXL) serum levels. And all other
continuous variables, including BNP, were not predictive. When we in-
rroduced non-continuous variables in the linear regression model] atrial
fibrillation was predictive of In{sAXL) (P < 0,001) together with serum
creatinine levels and systolic blood pressure.

We also analyzed whether sAXL levels correlated with variables
such as age, gender, and risk factors in controls. Higher sAXL values
were quantified in female controls (732 + 3.5 ng/'mlL, n = 36) than in
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Fig. 1. Western Blor analysis of AXL expression in myocardial blopsies. A, representative
westem hiot of myocardial biopsies from 2 healthy [controlj and 5 pathological ( heart fail-
ure) left ventricie samples. Thirty micrograms of protein were loaded in each fane, AXL
(upper panel) appears as a doublet of 140-160 kDz bands. B, Quantification of the 140
and 160 kDa AXL bands by densitometry of 3 different blots with control {n = 11) and
heart failure {n = 15) samples. Results were compared with a T-test (****P < 0.00071),

male controls (64.5 + 3.3 ng/mL, n = 31) but the difference was not
statistically different. No differences of sAXL levels were found with
controls age, and comimon cardiovaseular risk factors (data not shown).

15. Analysis of SAXL in one year follow-up events

At 1 year = 1 month after enrollment 52 patients out of 182 {29%)
had had ar least one event of any kind and the remaining 130 patients
did not have any event {71%). When considering only major HF events
(all-cause mortality, cardiac transplantation or HF hospitalizations), 33
patients had an event (18%) and 149 {82%) did not have any HF event.
Kaplan-Meier survival curves and Cox regression analysis showed
time course differences in patients that suffered from major HF events
between patients with sAXL values lower or higher than the cut-off
point of the 3rd quartile 98.1 ng/mL (P < 0.001, Fig. 4A). A 35% of
patients with sAXL values higher than 98.1 ng/ml had suffered one of
these events one year after enrollment, and their hazard ratio (HR)
was 3.31. Such differences were also observed between patients with
BNP values lower or higher than the cut-off point of the 3rd quartile
362.7 pg/mL (P< 0.0001, Fig. 4B). A total of 42% of patients with BNP
values higher than 362.7 pg/mL presented a major HF event at one
year follow-up, and the HR of these patients was 4.4. When we classified
patients with a combination of both, sAXL and BNP, values above the 3rd
quartile or not, we found higher differences in the Cox regression model
(P< 0.0001, Fig. 4B) than when considering sAXLor BNP values alone, In
this case, the percentage of patients in the high sAXL and BNP group that
had undergone all-cause mortality, transplantation or HF hospitaliza-
tions rose to 62% and the HR to 6.77. Furthermore, a Cox regression anal-
ysis with a forward stepwise model showed that the addition of the
‘variable of patients belonging to the AXL 3rd quartile added prognoestic
value for major HF events to the variable of patients belonging to the
BNP 3rd quartile (p < 0.05).

Remarkably, when considering only the major events all-cause
martality and heart transplantation, Kaplan-Meier curves and Cox
regression analysis with patients with high sAXL also showed differ-
ences when compared to patients with low sAXL values (P < 0,001,
HR = 4.40). Those differences were also found when analyzing patients
according to their BNP levels (P < 0.001. HR = 5.14) and were higher
‘when comparing patients with both high sAXL and BNP levels and the
rest (P < 0.0001, HR = 8.54).
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Fig 2 Serum sANL values from controbs and HF patients. A. Boxplot of serum sAXL from controls {C) and heart falure (HF) patients. B, S$AXL serum devels from HF patients belonging to
NYHA inctional class 2 (H) or 3-4 (1-1V), Ln-sAXL between groups was compared with a T-test [***"P= 0.0001 ).

Kaplan-Meier curves and Cox regression analysis considering all
types of events together also presented differences between patients
with high and low sAXL (P < 0.05, HR = 1.85) but the differences
were less than when considering only the major HF events or only all-
cause mortality and heart transplantation. The survival curves with all
events were also different for patients with BNP values above the 3rd
guartile (P < 0.001, HR = 3.04) or with both BNP and sAXL values
above the 3rd quartile {P< 0.001, HR = 4.13).

4. Discussion

In this report we demanstrate for the first time that AXL is expressed
in the heart and that is increased in myocardial tissue from HF patients
compared to healthy hearts and, in accordance with this over-
expression, the serum concentration of sAXL is higher in HF patients
than in controls. Furthermore, SAXL levels increase in aggravated HF,
in patients with functional classes -1V and with multiple clinical
parameters that indicate a worse HF prognosis but no correlation with
echocardiographic parameters was found. Also, linear regression analy-
sis showed that BNP levels did not predict sAXL levels, suggesting that
both proteins are elevated through independent mechanisms.

High sAXL values at the enrollment time were related to the HF
events all-cause mortality, transplantation or HF hospitalizations at
one year follow-up and it added predictive value to high BNP levels.
All together these results, suggest that sAXL can be a novel player of
the HF pathophysiology, acting in a BNP independent pathway.

The detection of AXL protein in myocardial biopsies confirms resuits
in silico that showed a relatively high expression of AXL probes in heart
and cardiomyocytes (Gene atlas, human probe 202686_s_at) [10].
Moreover, it suggests that at least part of the soluble receptor detected
in serurn could be originated in heart after specific proteolytic shedding,
as has been shown in other cell types [12].
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Fiz. 3. Serom sAXL leveds from HF pasienes with difierens HF etiolozies, Boxpiot of serum

<AXL from HF patients divided in 5 different groups according to their etiology; idiopathic
(idicp). Bschemic (isch), valvular (valv), hypenensive (hypert) and athers.

sAXL (ngfmL) in serum

Currently, we do not know the role of AXLin HF and whether its ex-
pression is deleterious for the heart or if it is a compensatory mecha-
nism. The GASG/AXL interaction has demonstrated a prominent role in
vascular physiology, including biological processes implicated in HF
such as inflammation, tissue remodeling, vascular calcification and ath-
erosclerosis [15,16). Tiwa et al. [ 17] showed that GASE facilitates the in-
teractions between endothelial cells, platelets. and leukocytes under
inflammatory conditions. This mechanism is likely mediated by AXL,
as AXL knockout mice present lower extravasated cells after vascular
injury [18]. AXL also appears to have an important role in the vascular
response to different injuries, including mechanical damage and
hypertension-associated vascular remodeling [18-21]. A third process
where AXL plays a prominent role is vascular calcification. AXL activa-
tion prevents the osteogenic differentiation of pericytes and vascular
smooth muscle phosphate induced calcification [22,23]. In addition,
Son et al. described the CASG/AXL pathway as a central interface for
the protective effects of statins on vascular smooth muscle calcification
[24]. Finally, AXL has also been found to have a role in atherosclerosis
[8.9]. Our results showed correlation of sAXL levels with the inflam-
matory parameter C-reactive protein (CRP) [25] in HF patients. On
the other hand, we find a higher proportion of dyslipidernia in patients
with lower values of sAXL, which would not sustain a role of AXL in the
atherosclerosis process in this group of patients with HF.

Tabic 3
Haseline laboratory values of HF patients stratified by sAXL levels.
sAXI. ng/ml

Parameter <881 =9E1 P
No. of patients 144 48
BNP, peiml 3518 = 371 4566 + G892 =0uoo1
Seyum cTeatinine, mgdl L2 = 003 136 + 0407 <0001
Glomerular Alvation rate, mL'min =~ 37.9 4+ 07 532 4+ 17 <0,0001
Sodium, mEqL 1400 = 03 1393 + 06 ns
Prtassium. mEg/L 46 + 004 45 + 009 ns
Aspartate aminotransferase, UL 244 4 07 318 4% 57 ns
Alanine aminomransferase, UL 256 + 1.3 336+ 83 ns
Bulirubin, mgidl DED <+ 004 DES + 007 ns
Uric ackd mg/dL 7D + 017 T84 4+ 043 <005
Glucoss, mg/dL 1149 + 31 1152 + 43 ns
Total Cholesterol, mg/dl 60 = 32 1708 + 58 ne
HDL Cholesterol, mgidL 409 = 08 4001 = 1.7 ns
LDL Cholesteml, me/dL HB.1=25 1038 + 53 ns
Trighycerides, mg/dL 1213 = 51 1338 + 120 ns
C Reactive Protein mgidL 073 + 016 134 = 064 =0m
Thymtropimn, mii1L 34407 23 203 ne
Thyroxine, ngdl 129 + 002 135 = 06 s
Hemaglahin, g1 1383 =12 1315+ 28 <005
Hematocrit, LL 0473 + 0003 0407 = 0008 <005
Erythnocyte count., 1012/, 464 + 004 435 = 00 =000
Lymphocytes count, 10ESL 15 4 005 15 = D.OR <05
Plareder count, J0ESL 223 +354 2050 + 8.2 i
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Table 4
Pharmacological treatment of HF patients stratified by sAXE levels
SAXL rgiml

Pharmacological rexment QR 1 =881 F
No. of patients 144 48

ACH.n (%) 91 {66) 3407 ns
ARE, n (%) 36{27) 7(15) ns
ACH andior ARE. n (%) 137 (91) 41 (85) ns
Betz-blocker, n{Z) 132 (94) 44 (92) n
Ca-antzgonists, n (%) 12{9) 3(6) ns
Antithrombotic and or anticoagulant, n (%) 110 (80) 41 (85) ns
Statins a {%) 95 (B0) 21 (44) <0
Antidishetics. n (%) 41 (30) 11 (23) ns
Disretics, n (%) 104 {75) 42 (88) 0055
Antiakdosteronic agents. n (£) 74(54) 28 (58) ns
Digoxin, n (%) 12 (9} 9(19) 054
Antizrshythmics, n (%} 25(19) 15(31) 0054
Nitrates, m (£} 17 (12) B17) ns
Hydralazine, 5 (%) 5(4) i6) s
Anemia trearment. n (%] 6id4) 2(4) ns

ACH {Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor]. ARB [ Anglotensin Receptor Blocker).

Experimentation with animal models is needed in order to ascertain
whether there is a causative relation of AXL and any of these pathways
in HF.

The lack of correlation of sAXL dirculating levels and echocardio-
graphic parameters, such as LVEDD, LVESD and LVEF, suggests that
AXL shedding into blood follows different triggering signals than BNP,
Natriuretic peptides are shed from the heart when there is an overload
on any chamber of the heart, and hence there is a stretch situation [26,
27]. itshould be emphasized that even though InBNP and InsAXL values
correlate; BNP does not appear to be a predictor of sAXLlevels in a linear
regression model.

Circulating sAXL in patients and controls correlates with several pa-
rameters that are altered in HF and that lead to a worse prognosis. In our
resuits, higher sAXL levels are found in HF patients with more functional
limitation determined either by the NYHA classification or by the formal
6MWT of exercise tolerance [28,29). Also, HF patients with higher
peripheral sAXL levels presented lower systolic and diastolic blood pres-
sure. Low arterial pressure will compromise critical organ perfusion and
is associated with a poorer prognosis [30]. Furthermore, we quantified
increased serum sAXL levels together with increased kidney dysfunec-
tion determined by either higher serum creatinine levels or by lower
glomerular filtration rates. Indeed, the GAS6/AXL pathway has been
shown to be implicated in development of several renal pathologies
[31,32]. Also, HF patients in the H-sAXL group had higher uric acid levels
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and sAXL was highly correlated with bilirubin and anemia in HF
patients, three parameters that are associated with adverse outcomes
in HF. [33-35]

Our ROC analysis of sAXL for discriminating HF patients from con-
trols, shows that sAXL as a putative diagnostic marker has much fess
sensitivity and specificity than BNP. With our data, a BNP cut-off point
of 35 pg/mL gave an 89.8% of sensitiviy and an 84.6% of specificity. In
the acute setting, testing for the natriuretic biomarkers to rule out or
to confirm the HF diagnosis is well established [28.36,37] and are indi-
cated in Clinical Guidelines {2,29,38]. The natriuretic peptides are also
well established HF prognostic markers. The higher rate of HF events
we find in this group of HF patients with reduced ejection fraction and
high BNP levels is in accordance with other results in the literature
that have shown that the natriuretic peptides are powerful predictors
of adverse outcomes in patients with HF. [30-44]

Other biomarkers such as cardiac necrosis markers, troponin Ior T
[45.461, or fibrosis markers such as soluble $T2 [47-49] and galectin-3
[50.51 ] have been shown to be predictive of hospitalization and death
in patients with HF and have an additive prognostic value to natriuretic
peptide levels. The carbohydrate antigen 125 {CA125) also has a predic-
tive value of adverse outcomes in HF patients [52] and adds prognostic
value to BNP [53]. Our results indicate that sAXL is also predictive of HF
events at short-term follow-up and that the combination of an elevated
sAXL with BNP was a better predictor of major HF events and of all-
cause mortality and heart transplantation than either of the two
markers alone.

The fact that AXL is 6-fold over expressed in pathological ventricular
heart biopsies, suggests that the increased levels encountered in the
peripheral blood samples from HF patients is shed from the heart.

5. Conclusions

Altogether, we have presented in this report quantification of AXL in
heart biopsies by western blot and of sAXL in serum by a new enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). sAXL levels in HF correlate with
BNP levels, the current marker of HF and with other clinical parameters
related to aggravated HF. Remarkably. high sAXL levels predicted HF
events at short term follow-up, and added predictive value to BNP.
Based on these results, we conclude that sAXL appears to have a role
in HF progression in a distinct molecular pathway than BNP.

6. Study limitations

The control group of the sAXL serum analysis was not matched with
the HF group in age and cardiovascular risk factors. This is a serious
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Fig 4. Kaplan-Meier survival curve from HF patients divided acconding their sAXL and BNP levels and considering the major HF evenits { all-cause momality, ransplantation and HF hos-
pializations). A. Kaplan-Meier event-free survival curve from pabients that have sAXL values below [L_sAXL doted grey line) or above the 3nd quamile cut-off point {98.1 ng/mil. H_sAXL
dotted black fmel. The differemces in HF evolution were compared with the Cox Regression maode] (P < 0.001), B, Kaplan-Meier evens-free survival curve from patients with BNP below
(L_ENP. dotred grey line) or sbove the 3rd quartile cut-off point (3627 pg/ml. H_BNP dotted black line, P < D000 ), Kaplan-Meier event-free survival curve from patients that have
the 2 markers. sAXL and BNP, levels sbove the 3nd quarriies cur-off poinrs (H_2M black solid line ) or thar have one or borh values below the 3rd quariles cut-off points (L_2M grey

solid line, F= 0.0001]. P = 005 berween H_BNP and H_2M.
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limitation of this study, but analysis of sAXL levels in the control group
indicated that was independent of the subject’s age and sex. On the
other hand, the difficulty of finding controls with several cardiovascular
risk factors and no cardiovascular disease precluded the obtention of
such samples.

This is a two center study from the same metropolitan area, with
consecutive patients enrolled. And although it has some advantages,
such as including a more homogeneous diagnosis, demographics and
laboratory techniques, validation of these results in other centers or in
multicentric studies will be needed to confirm the increase of sAXL in
HF patients from other populations.

We were not able to obtain the cause of mortality from the records in
maost of the cases. Therefore, we have analyzed the variable all-cause
mortality and could not do analysis with only cardiovascular causes of
martality.
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Resumen sobre el estudio del sistema TAM en cancer de colon

A continuacion se presentan los resultados obtenidos del estudio del sistema TAM en
muestras de tejido pareado y de plasma de pacientes de cancer de colon y controles sanos
Situation of the TAM tyrosine protein kinase receptors and their ligands Gas6 and Protein S

in colon cancer.

Como se describi6 anteriormente, el sistema TAM tiene una gran influencia en el
desarrollo de diferentes tipos de cancer. Por este motivo decidimos investigar el estado de los
miembros del sistema TAM a nivel genético y proteico en uno de los tipos de cancer con mas

casos a nivel mundial, como es el caso del cancer de colon.

Para evaluar el estado de la expresion genética de los ligandos y receptores miembros del
sistema TAM, realizamos una comparacion directa de los niveles relativos de mRNA de estas
proteinas en tejido sano y tumoral pareado de 35 pacientes del Instituto Catalan de Oncologia
(ICO). Observamos un aumento en los todos los miembros del sistema, siendo estos
significativos para el caso Gas6 (P=0,0002) y Tyro3 (P<0,0001). Esto sugiere que ambos
receptores tienen un papel protagénico en el tejido tumoral. Partiendo de las funciones de ambos
receptores en la proliferacion, migracion y muerte celular, pudiera sugerirse que estan

contribuyendo con el desarrollo y progresion de esta enfermedad.

A nivel plasmatico analizamos los niveles solubles de Tyro3 y de Gas6, ya que fueron los
miembros del sistema TAM que mostraron mayor actividad en el tejido tumoral. Para ello
analizamos 79 muestras de pacientes de cancer de colon y en 50 controles sanos, también del
ICO. Observamos un aumento de los niveles de sTyro3 en pacientes en comparacion con las
muestras controles, lo cual era esperado tomando en cuenta el aumento de mRNA que
observamos en el analisis anterior. En caso de Gas6 observamos el caso contrario, una
disminucién en los valores de la proteina en pacientes. Este resultado no fue esperado, partiendo
de la primicia anterior, pero pudiera sustentarse partiendo de la misma. Un aumento de Tyro3 en
el tejido tumoral, puede estar secuestrando la produccion local extra de Gas6, evitando que la

misma llegue al torrente sanguineo. Un aumento localizado de la expresion en Gas6 tampoco
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puede compararse con los niveles de expresion normal de esta proteina en su tejido de origen,

por lo que ese ligero aumento puede ser no apreciable en el plasma.

A pesar de la relevancia de los resultados obtenidos con el estudio que se presenta a
continuacion, es necesario realizar mds experimentos que pudieran elucidar el papel que
pudieran estar desarrollando Gas6 y Tyro3 en el tejido tumoral. Haria falta también evaluar los
niveles plasmaticos de proteina S, Axl y MerTk en muestras de plasma de cancer de colon, para
poder tener un panorama completo de la situaciéon del sistema TAM en esta importante

enfermedad.

Articulo III. Situation of the TAM tyrosine protein kinase receptors and their
ligands Gas6 and Protein S in colon cancer

Situation of the TAM tyrosine protein kinase receptors and their ligands Gas6 and Protein S

in colon cancer

Pedro Recarte-Pelz, Victor R. Moreno, Begona Hurtado, Elisabet Guin6, Nuria Sala, Gabriel
Capella, Pablo Garcia de Frutos.
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Abstract

The TAM receptor system composed by the receptors Axl, MerTk and Tyro3, and by the ligands Gas6
and protein S, regulates a series of processes including cell death and proliferation, adhesion, migration
and regulation of the release of inflammatory cytokines. Different cancer models showed the
involvement of the TAM system in disease progression, and as prognosis factor, although weak. In this
study we establish a genetic profile of the TAM system in healthy and tumoral paired colon cancer
biopsies, and compared the plasma concentration levels of Gas6 and Tyro3 in healthy and colon cancer
patients. We observed a very significant 6.4 fold increase in the mRNA expression of Tyro3 and 2.3 fold
for Gas6 in the same tumoral paired tissue. Plasma concentration of sTyro3 was increased in colon
cancer patients, while Gasb6 levels were decreased in the same patients compared with healthy controls.
These results suggest an important role of the receptor Tyro3 in the progression of colon cancer. Further
studies with Gas6 and the other TAM system members to establish their role in this important disease

are granted.

Introduction

Colon cancer is one of the most common types of cancer, being the third type of cancer in incidence and
the fourth in mortality rate, with more than 400.000 new cases per year in Europe, and more than

207.000 deaths in 2009 (Zavoral, Suchanek et al. 2009). In the case of Spain, there are 22,000 new cases
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reported and 13,075 deaths from the disease each year, being 70% of these tumors located in the colon
and 30% in the rectum (Gravalos, Garcia-Alfonso et al. 2011). With 1.2 million new cases each year in
the world, the projections suggest that the number of cases can increase to 2.2 million in the coming
years (Jemal, Bray et al. 2011). The majority of persons affected by this disease are among 60 and 74
years old (60% of the cases diagnosed), affecting mostly Caucasians (80% of all cases). Most of the
patients die as a result of metastasis to the liver. This makes colon cancer one a major health problem of
the west hemisphere (McLeod and Murray 1999; Chagpar, Xing et al. 2012). It is important to note that
the mortality rate of this cancer has been reduced by 35% between 1990 and 2007, due to a better system
of diagnosis and treatment (Benson, Arnoletti et al. 2011). An early diagnosis and appropriate treatment
can lead to a recovery rate of 90%. This underscores the importance of an effective diagnosis in the

progression of the disease.

Protein tyrosine kinase receptors (RTKs) represent a large family of membrane receptors that are able
to translate signals from the extracellular environment to the cytoplasm, in response to ligand binding.
Within this family of receptors are those that interact with Gas6, the TAM receptors: Axl, Tyro3 and
MerTk (Linger, Keating et al. 2008). The receptors are activated when the ligand induces receptor
dimerization, resulting in autophosphorylation of tyrosine residues in the kinase intracellular region.
The TAM receptors share several extracellular and intracellular features in the organization of their
domains. The ligand Gas6 binds to a portion composed of two immunoglobulin-like domains, followed
by two fibronectin Ill-like domains (O'Bryan, Frye et al. 1991; Graham, Dawson et al. 1994; Mark,
Scadden et al. 1994; Chen, Carey et al. 1997). This small family of receptors regulates a set of processes
including cell death and proliferation, adhesion, migration, platelet aggregation, and regulation of the
release of inflammatory cytokines. TAM receptors may be involved in various physiological processes,
depending on their ligand (Scott, McMahon et al. 2001; Linger, Keating et al. 2008; Ekman, Stenhoff et
al. 2010).

All TAM receptors have been identified in leukemia (Crosier, Hall et al. 1995; Challier, Uphoff et al. 1996;
Dufies, Jacquel et al. 2011), and at least one of them has been studied in different kinds of cancer,
including breast cancer (Zhang, Pritchard et al. 2008; Linger, Keating et al. 2010; Mackiewicz, Huppi et al.
2011; Vuoriluoto, Haugen et al. 2011), renal carcinomas (Chung, Malkowicz et al. 2003; Gustafsson,
Bostrom et al. 2009; Gustafsson, Martuszewska et al. 2009), lung cancer (Wimmel, Glitz et al. 2001;
Shieh, Lai et al. 2005; Vaughan, Singh et al. 2012), prostate cancer (Sainaghi, Castello et al. 2005;

Shiozawa, Pedersen et al. 2010; Mishra, Wang et al. 2012; Paccez, Vasques et al. 2012), ovarian cancer
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(Sun, Fujimoto et al. 2004; Macleod, Mullen et al. 2005; Rankin, Fuh et al. 2010) and thyroid carcinoma
(Ito, Ito et al. 1999; Avilla, Guarino et al. 2011). In a study based on the expression of different protein
tyrosine kinases in colon cancer, it was found that Axl receptor can be expressed 10 times more in a
peritoneal metastatic nodules than in other normal tissues (Craven, Xu et al. 1995). This finding suggests
that the Axl receptor may play an important role in colon cancer, and so can its other family members
MerTk and Tyro3. These proteins could be also a potential marker for the progression of this disease, if
they show a correlation with a worst prognosis. This is the question we propose to investigate in our

study.

There are few specific blood biomarkers to diagnose colon cancer. Two examples are the carbohydrate
antigen 19-9 (CA 29-9) and the carcino-embryonic antigen (CEA). CA29-9, discovered in 1981 in
pancreatic and colon cancer, is also increased in other diseases different from cancer, like pancreatitis or
cirrhosis (Koprowski, Herlyn et al. 1981; Locker, Hamilton et al. 2006). The CEA is a glycoprotein
involved in cell adhesion that after birth reduces its concentration in blood. In many types of carcinomas
its levels rise above the normal concentration, but especially in colorectal carcinomas, where it could

reach a concentration level above 2,5 ng/ml in plasma (Amri, Bordeianou et al. 2013).

In order to know the possible effect of Gasé and the TAM system in colorectal cancer, we performed a
comparative analysis of different plasma and tissue samples of patients with this disease. We wanted to
establish if these proteins could correlate with the disease. Tests were also conducted on a genetic

level, for expression levels of these proteins in tumor and healthy tissue from the same patients.

Materials and methods
Tissue samples

A group of 35 paired samples of healthy and tumoral tissue was obtained from different colon

cancer patients from the Institute Catalan of Oncology in Bellvitge Barcelona (ICO).
Determination of mRNA expression in tissue

An mRNA expression profile was performed for the 5 genes of the TAM system (Gas6, Protein
S, Axl, MerTk and Tyro3), in 35 paired samples of persons diagnostic with colon cancer. A master mix of
Tagman primers and probes were used to see the relative mRNA expression (Gustafsson, Martuszewska

et al. 2009). For the reaction a CFX96 real-time detection system from Bio-Rad was used.
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Plasma samples

A group of plasma samples, 50 controls and 79 of colon cancer patients for Tyro3, and 90
controls and 242 patients for Gas6, were obtained from the Institute Catalan of Oncology in Bellvitge
(ICO). The patient plasma samples were from patients in different stages of the disease. The population

has been described earlier (Salazar, Roepman et al. 2011).
Elisa

For the determination of sGas6 (Blostein, Rajotte et al. 2011) and sTyro3 on plasma, ELISA kits
from R&D Systems where used with some variations in the case of Gas6, where another capture antibody
was used, the polyclonal AF885 form R&D Systems. Rubilabor plates (96 wells) were coated with the
capture antibodies to Gas6 and Tyro3, overnight at room temperature. The plates were washed three times
with wash buffer (PBS with 0,05% Tween20). Then the plates were blocked for 1h at room temperature
with Diluent Buffer (PBS + 1% BSA; pH=7,4). The samples for the Gas6 analysis were diluted 80 times
and for sTyro3 20, in Diluent buffer.

The standard curve was made by serial dilution of purified protein in each case. Negative controls were

buffer alone and plasma positive controls were used in each plate.

In all cases Biotinylated antibodys were used for detection with Streptavidin HRP complex. As substrate
Solution Sigma’s Tetramethyl-benzidine (slow kinetic form) was used. Sulfuric acid at 1M concentration
was used to stop the reaction. The absorbance of wells was determined with an automatic plate reader at

450 nm.
Statistical analysis

In the statistical analysis of non-parametric and paired data, the Wilcoxon signed rank test was

performed. For the other statistical analysis of non-parametric data, the Mann-Whitney U test was used.

Results and Discussion
mMRNA levels of TAM receptor, Gas6 and protein S in matched tissue samples.

The levels of mRNA of these proteins were performed by RT-PCR in 35 paired samples of
tissue, control and tumoral, from patients with colon cancer. We observed a general increased in

the mRNA samples between healthy and tumoral tissue. The greatest increase was found in
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GAS6 and TYRO3 mRNA expression, with a 2.3 and a 6.4 fold increase respectively. The
smallest increase observed was for AXLI mRNA with 1.45 fold. (Fig.1A). A significant
difference between the expression of mRNA in the paired tissue for GAS6 and TYRO3 was
observed, p = 0,0002 and p < 0,0001 respectively when the Wilcoxon signed rank test was
performed (Fig.1B and C). There was no significant difference between mRNA expression of
control and tumoral tissue of MERTK and PROST1 when the same paired statistical test was

applied.
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Figure 1 Relative expression levels of mRNA from the TAM system in paired healthy and
tumoral tissue from colon cancer patients. A) mRNA relative expression (to 1) of al genes of the
TAM system in healthy and tumoral paired tissue. B) Comparison of mRNA levels of TYRO3
in healthy and tumoral paired tissue. C) Comparison of mRNA levels of GAS6 in healthy and

tumoral paired tissue. For the statistical analysis we used a paired t test.
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Levels of mRNA in GAS6 and TYROZ3 in normal and tumoral tissue, in different stages of

the disease.

When analyzing the mRNA expression levels of GAS6 and TYRO3 in the tumoral tissue divided
in sample stages against healthy levels in normal tissue, an important difference among stages
was observed. Both mRNA levels differed between the stages of colon cancer tissue. Healthy
tissue in each case expressed less mRNA than the tumoral tissue for each stage, been it more
significant different for the receptor TYRO3 (Fig. 2A and B). The difference was greater
between controls and stage 0-I-1I and III, and lesser compared to stage IV samples. The same
different pattern of TYRO3 mRNA relative expression has been seen in healthy and tumoral

tissue. The difference is in the proportion or relative amount of mRNA expressed in each case.

In the case of GAS6 (Fig.3A and B), only a small significant difference was observed in
the paired tissue from patients from colon cancer in stage IIl. The relative expression of GAS6
mRNA in the healthy tissue between different stages, and in the same case for tumoral tissue, did

not show significant difference among them.
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Fig.2. mRNA relative expression of Tyro3 according to cancer stage group in healthy and

tumoral samples of Colon Cancer patients. A) mRNA relative expression levels in healthy

and tumoral paired tissue from patients in different stages of colon cancer. An increase in the

mRNA levels is observed in every stage in the tumoral tissue. B) Expression of Tyro3 mRNA in

healthy and tumoral tissue at each stage of the disease. The same pattern of Tyro3 mRNA

expression is observed in healthy and tumoral tissue, with difference at the amount of relative

expression.
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Fig.3. mRNA relative expression of GAS6 according to cancer stage group in healthy and
tumoral samples of Colon Cancer patients. A) mRNA relative expression levels in healthy and
tumoral paired tissue from patients in different stages of colon cancer. An increase in the mRNA
levels is observed in every stage in the tumoral tissue. B) Expression of Gas6 mRNA in healthy

and tumoral tissue at each stage of the disease.

In the case of AXL, PROS1 and MERTK, no significant differences were observed in terms of
expression levels of mRNA for each gene in the various stages of colon cancer development.
Within this group of samples, fluctuations in relative expression levels of mRNA was observed
in the total paired samples, showing no regular behavior (Fig.4 and Fig.5), unlike the samples

for TYRO3 and GAS6, in which the tendency is to increase expression in the tumor tissue.
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Fig.4. Relative expression levels of AXL, MERTK and PROS1 mRNA in three stages of colon cancer.
A) Relative expression of AXL mRNA in tumor tissue in three groups of stages of colon cancer. There is

a slight decrease in the expression of this gene in stage III, which then increases again in stage IV. B)
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Relative mRNA expression in tumor tissue MERTK. There is no significant difference between the
different stages of the disease. C) Relative expression of PROS1, showing a slight continuously decrease

in mRNA expression with increasing stages of the disease.
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Figure 5. mRNA expression relative to matched healthy (N) and tumor (t)tissue in AXL, MERTK and
PROS1. A) In the case of AXL, there is no tendency in the expression of both tissues. B) The gene MERTK
behavior is similar to AXL, with less significant variations between healthy tissue and tumor. C) The

PROS1 gene showed the same homogeneous behavior like in AXL and MERTK.

Plasma samples

For the analysis of plasma samples, a group of 242 different samples of plasma from 90 patients
and controls to estimate Gas6 was collected. Based on the results of gene expression experiments, it
was also proposed the analysis of sTyro3, because of the high variation observed between tumoral and
healthy tissue. In this case, 50 healthy samples and 79 samples from colon cancer patients were analyzed.
Although the results obtained in the experiments of AXL and MERTK gene expression, we examined a

small group of blood samples without succeed.
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Gas6 and sTyro3 protein plasma levels

The plasma levels of protein sTyro3 were analyzed in 50 controls and different amount of patient
samples from three different groups according to cancer progression Stage 0-I-11 (29), Stage III
(28) and Stage IV (22). For the protein Gas6, 90 controls and different patient samples from the
same previous groups Stage 0-1-11 (110), Stage III (85) and Stage IV (47) were performed. In the
case of Gas6 (Fig.6 A), a significant difference was observed between controls and the 3 stage groups,
and between the stages group as well. In the case of Tyro3 (Fig.6 B), a significant difference
between the plasma levels of controls and the three different groups was obtained, like with

Gas6, but not between the stage groups.
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Figure 6. Gas6 and sTyro3 plasma levels in healthy controls and in patients at different stages of colon
cancer. A) Gas6 plasma levels in controls and different patient samples. B) sTyro3 plasma levels in

controls and different patient groups in colon cancer.

The Gas6 plasma levels are not correlated with the values of mRNA expression in tumoral
tissue. In colonic tissue, the gas6 gene showed an increase in expression levels of mMRNA, whereas
plasma levels showed a decrease in the concentration of the protein in colon cancer patients in
compared with control samples. In the case of Tyro3 receptor an increase of the soluble protein in
patients with respect to control group, as in tumoral tissue where the expression of TYRO3 also

increased compared with the healthy paired tissue.
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Discussion

In this report we detected variations in the expression at mRNA level from the TAM system members in
colon cancer tissue, compared with healthy one from the same patient. The paired test levels of mRNA
expression in normal tissue and tumor colon cancer patients reported a significant difference for the genes
of MerTk, Gas6 and Tyro3. It has been reported that elevated levels of Gas6, are indicative of a poor
prognosis, and increased the survival rate of the cells, resulting in disease progression (Hutterer, Knyazev
et al. 2008). In Figure 1B, there was a significant difference between healthy and tumor tissue, suggesting
that high levels of expression of Gas6 may contribute to tumor development. In the same case, Tyro3 is
overexpressed in the tumor tissue, suggesting a role also cooperative development of this disease. It is
known that TAM receptor stimulation increases the activation of signaling pathways for survival and
proliferation, creating ideal conditions for the development of cancer cells (Brandao, Migdall-Wilson et

al. 2011).

The major increase in mRNA expression was in the Tyro3 receptor and the Gas6 ligand. This might
induce an increased in the activation of the Tyro3/PI3H/Akt pathway, which results in the increase of cell
survival, need for the progression of the tumoral cells (Zhong, Wang et al. 2010). It was recently reported
in melanoma cell lines, that the overexpression of Tyro3 mRNA may help to increase the survival
pathway of this type of cells throw the microphtalmia-associated transcription factor (MITF) (Demarest,
Gardner et al. 2013). The high expression of the receptor was reflected in the plasma levels of its soluble
form, (Fig. 6B). We noticed that many samples which showed the largest increase in mRNA expression
of the receptor in the tumoral tissue, also showed a significant increase in Gas6 mRNA levels, suggesting

a cooperative relationship in the proliferation of the disease.

The increased expression of Gas6 mRNA in the tumor tissue, suggest a greater demand of it for tumor
development. This may be induced by a mechanism characteristic of cancer cells. Gas6 has been
described as a tumor growth factor in different experimental models of cancer, and that increased
expression of it can meet the needs of growing cancer cells. It has been described that Gas6 knockout
mice, have poor tumors growth rate compared to wild type variants. It has also been published that Gas6
stimulates proliferation of various cancer cell lines, like prostate cancer, in strict cooperation with Axl
receptor expression (Sainaghi, Castello et al. 2005 Loges, Schmidt et al. 2010). This case suggests that the

same process could occur between Gas6 and Tyro3, for the development of colon cancer.

We observed that the results of relative expression of Gas6 mRNA are not correlated with the results

obtained in plasma (Figure 3B and 6A). Different studies reported ligand concentration levels in healthy
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controls of 35 + 6.4 ng / ml (Blostein, Rajotte et al. 2011), 15.89 + 6.88 ng / ml (Suh, Hilliard et al. 2010),
14.3 + 0.66 ng / ml ( Blostein, Rajotte et al. 2011), being in our case of 28.83 ng / ml, with a standard
deviation of 14.27 ng / ml. In a recent study, it has been reported that higher expression of Gas6 in the
colon cancer tissue was associated with better prognosis. It was also reported that Gas6 knockout mice
develop more polyps in the small intestine then wild type mice in the colorectal and intestinal cancer
model (APCmin) (Akitake-Kawano, Seno et al. 2013). These results suggest also an inhibitory role of
Gas6 in tumor development. We are at two possible opposing functions of the same protein, which leads
us to think that the proper combination of both could enhance tumor development or otherwise hinder its
development and expansion. It would also be expected that an increase of 2.3 fold in the value of Gas6
mRNA expression specific to the tumor tissue is not sufficient to alter the average concentration of the
protein in blood. On the contrary, a low concentration in plasma Gas6 could be the result of an increase
recruitment of it in the tumor, by overexpression of the TAM receptors. These arguments make clear the
need to delve deeper into the issue of the effect of Gas6 in cancer, to clarify the role of this member of the

TAM system in colorectal cancer.

We observed in these report that the TAM system mRNA expression is increased in colon cancer tumor
tissue, suggesting an important role of it in the progression of this type of cancer. In the TAM family we
observed a significant increase especially by the receptor Tyro3 and their ligand Gas6, suggesting a
special contribution of this proteins for the development of this type of cancer. Plasma concentration of
sTyro3 was higher in patients with colon cancer in accordance with the mRNA levels, reinforcing the idea
that this receptor has an important role in colon cancer. We propose to extend the studies presented to the
other members of the TAM family in order to have a better picture of the possible effect of the whole

system in colon cancer.
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V. RESUMEN GENERAL

La presente tesis estuvo orientada a analizar el posible papel que pudiera tener el sistema
TAM en 3 enfermedades diferentes, y partiendo de la informacidon obtenida, plantear el uso de
estas proteinas como biomarcadores. Dicha idea surgio de la informacion existente sobre el
sistema TAM en diferentes sistemas metabodlicos, y del deseo de profundizar en los mismos,
como en el caso de cancer de colon y lupus, y de investigar nuevos escenarios como ocurrié en el
caso del papel de Axl en la insuficiencia cardiaca.

Lupus

La implicacioén del sistema GAS6/TAM en lupus deriva originalmente de estudios en
modelos de raton knockout. La presencia de sintomas similares a los del lupus en ratones
deficientes de los tres receptores TAM, permitié proponer un rol importante del sistema TAM en
el desarrollo de enfermedades autoinmunes, y especificamente del lupus eritematoso sistémico.
Diferentes estudios han analizado los niveles de las proteinas de este grupo en pacientes
afectados por esta enfermedad, y han podido establecer que tanto Gas6, Axl y MerTk pueden
tener un efecto en el desarrollo de la misma. Queriendo profundizar mas en la relacion entre
componentes del sistema y el desarrollo de la enfermedad nos propusimos analizar, por primera
vez en un estudio, los niveles de todos los miembros del sistema TAM en plasma para poder
tener una mejor idea de su posible implicacion en el desarrollo de esta enfermedad.

Con los resultados obtenidos podemos sugerir que efectivamente el sistema TAM puede
tener un efecto importante en esta compleja enfermedad. En cuanto a los ligandos de este grupo,
como se reportd en la respectiva publicacion cientifica, observamos datos opuestos. En nuestro
estudio observamos una disminucién tanto de la proteina S total, como de la libre en los
pacientes con respecto a los controles, mientras que observamos un aumento de Gas6 en
pacientes. Se conoce que la proteina S y Gas6 tiene un efecto en la actividad de los macrofagos
al ayudar a identificar a aquellas células apoptoticas, mediante su union a la fosfatidilserina
(PtdSer), promoviendo una respuesta no inflamatoria a la muerte celular apoptotica (Huang,
Rigby et al. 2003). Una disminucion de proteina S pudiera disminuir la identificacion de las
células apoptdticas, dificultando su eliminacion y favoreciendo una respuesta inflamatoria. En el
caso de Gas6, se ha reportado que el mismo tiene un efecto anti-apoptético (Hafizi and Dahlback
2006), por lo que su aumento puede estar bloqueando los procesos pro-apotdticos y generando
auto antigenos en pacientes de lupus, favoreciendo la respuesta inmune inflamatoria,
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caracteristica de esta enfermedad. Por este motivo esperariamos un alto valor de Gas6 y un bajo
nivel de proteina S en muestras de plasma de pacientes en relacion con muestras de controles
sanos, como hemos podido evidenciar en nuestros resultados.

En nuestro estudio observamos también una correlacion entre el aumento de Gas6 y la
clasificacion SLEDAI de los pacientes, lo que nos sugiere una evolucion paralela de ambos
pardmetros. Al comparar pacientes en el estadio SLEDAI menor a 3 con aquellos con valores
superiores, observamos diferencias significativas en los valores de Gas6. Para el caso de proteina
S y los receptores TAM, observamos un incremento moderado de las proteinas solubles sin
llegar a diferencias significativas. Estas observaciones nos llevaron a escoger a Gas6 como un
posible candidato como indicador de progresion del Lupus.

En el caso de los receptores solubles del sistema TAM, encontramos un aumento en todos
ellos en pacientes en comparacion con el grupo control. El mayor aumento de concentracion lo
observamos en sTyro3 y sAxl, y en menor medida en sMerTk. Esto es indicativo de que
receptores son mas activos en esta enfermedad en particular segiin sus funciones especificas.

En los pacientes de Lupus es normal encontrar complicaciones renales, entre otras, como
efecto o consecuencia evolutiva de la enfermedad. La principal causa de muerte de estos
pacientes, de hecho, es debido a una nefritis (D'Cruz, Khamashta et al. 2007; Maidhof and Hilas
2012). En este caso observamos un aumento significativo en Gas6, MerTk y Tyro3 de un 30%
aproximadamente. De estas tres proteinas, Gas6 y MerTk han sido asociadas a problemas
renales, lo que refuerza su papel en el desarrollo de los diferentes episodios de la enfermedad.

A nivel genético observamos una posible relacion en cuento a tres polimorfismos de
nucledtidos simples (SNP) y la concentracion plasmatica de sus productos. El caso mas
significativo fue el del Intron 1 de MERTK con la variante AA, asociado a un aumento de
concentracion de 12.3 £ 1.8 ng/ml en controles a 29.3 + 5.5 ng/ml en pacientes, un incremento
superior al 100%. Caso similar fue el de sAx] donde se registré un valor plasmatico en pacientes
de 41.2 + 3.8 ng/ml en comparacién con controles 24.6 + 5.2 ng/ml, cuando estaba presente el
alelo G en el intron 6 del gen. Para el caso de GAS6, observamos que la variante del SNP AA y
AG del Intron 8 presento una concentracion de 26.2 £ 1.3 ng/ml en controles y de 33.1 £ 1.8
ng/ml en pacientes. Estos datos pudieran sugerir que variaciones genéticas en los genes de estos
tres miembros del sistema TAM puedan afectar los niveles proteicos de los mismos,
contribuyendo al desarrollo y progresion de la enfermedad. Debido a la pequefia cantidad de
muestras genéticas, no podemos elaborar conclusiones sobre las mismas. Para ello requeririamos
un nimero de muestras superior, para poder tener una mejor estimacion estadistica de la
relaciones entre variaciones de SNPs en los genes y sus posibles consecuencias a nivel proteico.

Con nuestro estudio sobre el efecto del sistema TAM en Lupus, pudimos concluir que el
mismo pueda estar contribuyendo con la enfermedad de 2 maneras. Una de ellas es regulando el
proceso inflamatorio tipico de esta enfermedad, por lo que pudimos observar aumento en
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concentracion de Gas6, sAxl, sMerTk y sTyro3. El caso particular de proteina S esta asociado al
segundo mecanismos por el cual el sistema TAM pudiera tener un papel activo en Lupus. Se ha
asociado este ligando junto a MerTk con el proceso de esferocitosis y la correcta eliminacion de
células apoptdticas. Altas concentraciones de proteinas nucleares en plasma y de auto
anticuerpos, sugiere que este proceso no ocurre efectivamente en pacientes de esta enfermedad, y
una disminucion de los niveles de proteina S pueden colaborar con este caso. Por estos motivos y
la relacion existente entre los niveles de Gas6 y el indice SLEDAI, podemos sugerir que el
sistema TAM es un buen marcador de Lupus. Mas experimentos y estudios deben llevarse a cabo
para poder justificar este argumento, asi como para establecer el efecto de las variantes genéticas
en esta enfermedad autoinmune.

Insuficiencia cardiaca

Las enfermedades cardiacas son mundialmente reconocidas como la primera causa de
muerte en la poblacion general. La insuficiencia cardiaca es la fase final de muchas de estas
enfermedades, caracterizdndose por disfuncion ventricular sistolica o diastélica. Su importancia
radica en que afecta a un 2-3% de la poblacién mundial, alcanzado valores superiores al 10% en
personas mayores de 70 afios. Un diagnéstico adecuado de esta condicion ha demostrado una
mejora en la calidad de vida de las personas afectadas. Para ello se han determinado varios
marcadores bioldgicos que son sintetizados y liberados por el corazén. A pesar de su elevada
prevalencia, aun no se ha podido establecer un protocolo para el seguimiento efectivo de esta
enfermedad, que sea indicativo de la progresion del mismo.

Es conocido que los miembros del sistema TAM, Gas6 y Axl, se expresan en tejidos
vasculares, y que uno de los tejidos donde mas se expresa el receptor Axl es en el tejido cardiaco,
segun los perfiles de expresion del Geneatlas dataset. Partiendo de esta enfermedad nos
planteamos evaluar los niveles de expresion de Axl en pacientes de insuficiencia cardiaca, tanto
a nivel de tejido como a nivel plasmatico en su forma soluble (sAxl). Observamos mayores
niveles del receptor en tejido de biopsias de miocardio de pacientes que en controles, alcanzando
un promedio 6 veces superior. Esto nos sugiere una relacion entre la proporcion del receptor y la
condicion del 6rgano cardiaco.

A nivel plasmatico no solo detectamos mayores niveles de sAxl en pacientes que en
controles, sino que ademas la concentracion del receptor soluble se elevaba paralelamente al del
deterioro de la condicion del corazén de los pacientes. Los mayores niveles de sAxl se
encontraron con enfermedad més avanzada pacientes en niveles de NYHA III-IV. Para poder
evaluar la discriminacion entre pacientes de HF-REF y HF-PEF, y controles, se realizo6 el analisis
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estadistico ROC (Receiver-Operator Characteristic Curve). La misma dio una diferencia
significativa de p<0.0001 en el caso de los pacientes de HF-REF y de p<0.05 en pacientes de
HF-PEF, con respecto a los controles. Con el valor de corte escogido, se obtenia una sensibilidad
de 70.3% y una especificidad de 64.2% para el primer caso.

En nuestro estudio no observamos diferencias en las muestras donde se analizo sAxl, al
ser clasificadas por sexo, edad y por factores de riesgo cardiovascular. Al comparar los valores
de sAxl con el parametro inflamatorio de proteina reactiva C (CRP), observamos una relacion
directa. El mismo caso se present6 con BNP, el principal marcador utilizado en esta enfermedad.
Los valores de sensibilidad y de especificidad de BNP, de 90-97% y de 62-67% (seglin la
concentracion que se emplee) respectivamente, colocan a este marcador en una mejor posicion al
compararlo con sAxl. En cuanto a la vida media de la proteina, caracteristica importante a
considerar al momento de la toma de muestras de pacientes y su respectivo analisis, observamos
que BNP solo cuenta con 20 minutos aproximadamente, frente a dias en los que sAxl puede estar
preservado a bajas temperaturas. Este dato poco significativo a primera impresion, marca la
diferencia en cuanto al manejo de las muestras y la estimacion correcta de la concentracion de las
proteinas en sangre. Un margen de 20 minutos obliga al personal a tener toda la metodologia
para la estimacion de la proteina lista en el momento de la toma de la muestra, ademas de que el
mismo debe ser realizado sin margen de error, el cual se incrementa por la presion del tiempo.
Por el caso contrario, sAxl permite el almacenaje de la muestra, con el fin de evaluar diferentes
parametros en un mismo tiempo, aprovechando mejor el volumen de la muestra, y dando mayor
margen al personal para realizar su estimacion.

Con este trabajo logramos alcanzar varios objetivos que nos parecian relevantes.
Logramos evaluar por primera vez los valores de concentracion de AxI en tejido cardiaco, y
demostrar a su vez que el mismo se encuentra en mayor proporcidn en pacientes con
insuficiencia cardiaca. Observamos un aumento de sAxl en sangre de pacientes, en concordancia
a los niveles de expresion observados en el corazén, y evidenciamos ademas que estos valores
aumentan junto al agravamiento de la enfermedad. Estos datos nos dieron motivos para proponer
a Axl como un nuevo biomarcador de insuficiencia cardiaca. Es necesario seguir estudiando la
relacion entre Axl y la insuficiencia cardiaca, para poder establecer el rol de este receptor en esta
enfermedad. Ensayos con modelos de animales para insuficiencia cardiaca, con variaciones
knockout para el gen AXL, serian un punto de partida interesante, para poder obtener mas
informacion sobre la relacion existente entre Axl y esta importante enfermedad cardiaca.
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Cancer de Colon

Como indicabamos en la introduccion, el cancer de colon es una de las variantes mas
extendidas de este tipo de enfermedad, estimando su alcance a 2.2 millones de personas
mundialmente. A partir de numerosos estudiados realizados en varios tipos de cancer, sobre el
papel del sistema TAM en los mismos, nos planteamos evaluar el efecto del mismo en muestras
de pacientes de cancer de colon.

Una proliferacion celular no controlada y todo lo que ésta acarrea, conducen al desarrollo
y progresion del cancer. Funciones basicas como la proliferacion, migracion, adhesion y
supervivencia, son importantes funciones reguladas por el sistema TAM, que bajo condiciones
descontroladas, pueden ser determinantes para el desarrollo de esta enfermedad. Para evaluar su
posible efecto, realizamos la comparacion mds directa posible, al evaluar los niveles de
expresion a nivel de mRNA de todos los componentes del sistema en tejidos pareados (sanos y
tumorales) de pacientes. De esta manera pudimos evidenciar diferencias significativas en la
expresion de Gas6, Tyro3 y MerTk, siendo menor en el ultimo receptor.

Podemos suponer que los altos niveles de Tyro3 a nivel de mRNA, pueden contribuir a la
aparicion de cancer, debido a su contribucion en la supervivencia y migracion de las células,
factores fundamentales en el desarrollo del cdncer como se coment6 en la introduccion a este
tema. Los niveles de este receptor en su forma soluble también fueron significativamente
mayores en los pacientes en comparacion con los controles sanos en las primeras etapas de
cancer, alcanzando el mayor grado de diferencia en el estadio IV de esta enfermedad. Al realizar
el ensayo inmuno- histoquimico sobre Tyro3 en muestras de tejido, comprobamos que este
receptor se encontraba en mayores proporciones en el tejido tumoral, en comparacion con su par
sano. Estos resultados sugieren que Tyro3 puede tener un efecto en el desarrollo del cancer,
como se reportd en el caso de lineas celulares de melanoma, donde una sobre expresion de este
receptor incrementaba las sefiales de supervivencia de las mismas, contribuyendo con la
progresion de la enfermedad.

En el caso del ligando Gas6 observamos también un aumento en su expresion génica en
el tejido tumoral, pero a nivel de plasma se evidencio una disminucién significativa en su
concentracion en pacientes al compararla con las muestras controles. Este dato ha sido también
reportado recientemente en cancer colorectal, atribuyéndole a Gas6 una funcion inhibidora en
este tipo de cancer. Habria que realizar més experimentos comparativos, para poder establecer la
funcion de este ligando en el cancer de colon.

Con estos resultados se pudiera decir entonces que el sistema TAM contribuye a crear las
condiciones necesarias para la aparicion de células cancerigenas o para el desarrollo y
proliferacion de las mismas. Otros estudios pudieran realizarse con el fin de esclarecer las vias
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por las cuales este sistema de proteinas tirosina quinasas afecta el comportamiento normal de las
células. Ampliar los ensayos inmuno- histoquimicos y de ELISA al resto de los miembros del
sistema TAM, pudiera ayudar a establecer mas comparaciones con el fin de sacar conclusiones
mas precisas. Con la informacion que se puede recabar de estos estudios, pudieran desarrollarse
terapias orientadas a evitar o disminuir los efectos negativos que pueden desarrollar este grupo
de proteinas sobre las células cancerigenas.
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CONCLUSIONES

-En el presente trabajo se ha logrado poner a punto la técnica de ELISA para la estimacion de los
5 miembros de la familia TAM en estado soluble en plasma.

-Observamos un aumento de los niveles solubles de los receptores del sistema TAM en pacientes
de Lupus en comparacion con controles sanos.

-Evidenciamos un aumento en la concentracion de Gas6 y una disminucion de la proteina S en
plasma de pacientes de Lupus en comparacion con controles sanos.

-Identificamos variantes del intron 1 de MERTK (AA), al intron 8 de GAS6 (AA+AG) y al intron
118 de AXL (AG) con aumentos de sus respectivos productos proteicos en plasma de pacientes de
Lupus.

-Observamos un aumento de los niveles de sAxl en plasma de pacientes de insuficiencia cardiaca
(HF-REF y HF-PEF) en comparacion con controles sanos.

-Los niveles de mRNA de AXL en tejido cardiaco de pacientes de insuficiencia cardiaca fueron 6
veces mayores a los obtenidos en muestras de controles sanos.

-Los aumentos de concentracion de sAxl en pacientes de insuficiencia cardiaca se relacionan con
el deterioro del estado de los mismos, y con un aumento de los sintomas de la enfermedad.
Permitiendo plantear su uso como biomarcador de esta enfermedad.

-Los niveles de expresion relativa de mRNA de Gas6 y Tyro3 se ven aumentados en 2,3 y 6,36
veces respectivamente en muestras de tejido de pacientes de cancer de colon, al ser pareados con
tejido sano del mismo paciente.

-En pacientes de cancer de colon observamos un aumento de los niveles de sTyro3 en
comparacion con los niveles de personas sanas, atribuyéndole una funcion protumoral a este
receptor. El caso contrario se observé en Gas6, atribuyéndole una funcion antitumoral.
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