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L'aterosclerosi és una patologia inflamatoria cronica que es caracteritza per la
formacié d’una placa d’ateroma (del grec atheroma, tumor ple de material pastds)
a la paret arterial. En humans afecta principalment les arteries de mitja i gran
calibre i és la causa principal d’infarts de miocardi i malalties cerebrovasculars. Aixo
fa que en les societats occidentals, I'aterosclerosi sigui el motiu sotsjacent al 50%
de la mortalitat total [1]. De fet, les malalties cardiovasculars (CDV) sén la causa
principal de mortalitat i morbiditat en els paisos desenvolupats, i la seva
importancia és creixent en paisos en desenvolupament. L’Organitzacié Mundial de
la Salut estima en 17,3 milions les morts causades per malalties CDV arreu del mén
I’'any 2008, i prediu que aquest nombre augmenti a 23,6 milions I'lany 2030.

Aguestes dades ens alerten sobre la importancia de mantenir una bona salut
cardiovascular, i ens obliguen a reflexionar sobre quines sén les causes d’aquestes
patologies i qué podem fer per prevenir-les, diagnosticar-les i tractar-les.

En una situacid fisiologica normal, la paret arterial esta formada per tres capes
concéntriques ben diferenciades: I'adventicia, la media i I'intima (Fig. 1).

La capa més externa és l'adventicia. Esta formada principalment per matriu
extracel-lular (MEC) i fibroblasts. Constitueix el suport per a les terminacions
nervioses i els vasa vasorum, una xarxa finissima de vasos que s’encarreguen
d’aportar nutrients i oxigen a la paret arterial.

Separada de l'adventicia per la lamina elastica externa trobem la tunica media.
Aguesta capa és la que presenta un gruix més important i és I'encarregada de
mantenir el to vascular. Esta formada per cél-lules musculars llises vasculars
(CMLV), fibres elastiques i fibres de col-lagen en proporcid variable segons el tipus
d’artéria.

A la cara més luminal, separada de la media per la lamina elastica interna, trobem
I'intima. Aquesta esta constituida per una monocapa de cel-lules endotelials (CE) i
per la lamina basal de teixit fibroelastic sobre la que reposen, denominada
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subendoteli. La monocapa de CE o endoteli constitueix una barrera de permea-
bilitat selectiva entre les cél-lules i components sanguinis i el teixit vascular, alhora
gue exerceix un paper actiu en la regulacié de la homeostasi vascular [2].

INTIMA

lamina elastica
interna

MEDIA

lamina elastica
externa

ADVENTICIA

Figura 1. Estructura de les artéries. Representacions esquematiques mostrant les
principals capes de les artéries (intima, media i adventicia) i les lamines elastiques que
les separen (lamines elastiques interna i externa). Imatges adaptades de SERVIER
Medical Art i Medicalook.com.

Tal i com hem comentat, I’endoteli no és simplement una barrera fisica, sind que
constitueix una barrera altament selectiva que regula el pas de macromolécules
(p. ex. albumina o lipoproteines) de la sang als teixits mitjangant un complex
sistema microvesicular. A més a més, I'endoteli es considera un teixit multi-
funcional capag de dirigir aspectes critics de la fisiologia vascular [3]. Participa en el
manteniment del to vascular mitjancant el balan¢ de produccié de diverses
substancies. Per una banda, regula I'alliberacié de substancies vasoactives com
I’'0xid nitric (NO) i la prostaglandina I, (PGl,), les quals actuen sinérgicament induint
la vasodilatacid i inhibint I'agregacié plaquetaria; i per l'altra, de substancies
vasoconstrictores com I’endotelina i el tromboxa A, [4].
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L’endoteli també regula I'equilibri hemostatic/trombotic. En condicions normals,
I’endoteli té propietats antitrombotiques mitjancant la secrecié de molécules que
inhibeixen I'agregacié plaquetaria com el NO, I'heparina, la trombomodulina, el
factor activador del plasminogen o la prostaciclina. No obstant, I'endoteli també
pot contribuir a I'hemostasia en sintetitzar factors proagregants de plaquetes com
el factor de von Willebrand (vVWF), la fibronectina, la trombospondina i factors pro-
coagulants com el factor V i el factor tissular, desencadenant la cascada de
coagulacié. Aixi mateix, I'endoteli genera substancies inhibidores de la fibrinolisi
com l'inhibidor 1 de I'activador del plasminogen (PAI-1).

Finalment, I'endoteli també té propietats antiadherents per a leucocits, ja que, en
condicions basals, els nivells d’expressié dels gens que codifiquen per a proteines
d’adhesié com la molecula d’adhesié vascular 1 (VCAM-1) o la E-selectina son
minims.

L'aterosclerosi és una malaltia inflamatoria cronica que provoca una alteracié de
I’estructura de les arteries, engruixint-les i endurint-les. Afecta principalment a les
arteries de mitja i gran calibre, tot i que aixo varia amb I'edat: en humans, és
normal que la formacié de plaques aterosclerotiques a 'aorta s’inicii durant la
primera década de vida, a les artéries coronaries a la segona decada i a les arteries
cerebrals a la tercera o quarta década. Aquestes lesions asimptomatiques,
considerades com estadis inflamatoris cronics, poden evolucionar amb I'edat fins a
lesions altament inestables. Aquestes darreres poden donar lloc a episodis clinics
aguts com accidents cerebrovasculars o infarts de miocardi, promoguts en la
majoria dels casos per la ruptura de la placa i la conseglient trombosi [1].

Tot i que la patologia aterosclerotica és un fenomen conegut des de I'antiguitat
classica (si bé probablement no se’n relacionaven els accidents CDV que se’n
derivaven), les primeres teories que tracten d’explicar-ne el seu origen no
apareixen fins al segle XIX. Carl von Rokitansky formula el 1852 la teoria
trombogénica o de la incrustacié [5], en la que suggeria que I’engruiximent de
I'intima és degut a la deposicid de fibrina i a la seva posterior organitzacié
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mitjangant fibroblasts, previ a una deposicid lipidica. El 1904, Felix Jacob Marchand
dona nom a la patologia, utilitzant els mots grecs athero (pasta) i skleros (pedra)
[6]. U'entrada al segle XX del terme aterosclerosi va anar acompanyada d’una nova
teoria, la lipidica, formulada per Nikolai Anitschkov i Sergei Chalatov el 1913, que
consideraven que I'acumulacié de colesterol a les artéries és la causa principal de
formacio de lesié aterosclerotica [7].

Aguestes teories basades principalment en I'acumulacié passiva de fibrina, lipids o
colesterol, es capgiraren el 1973 quan R. L. Wissler va donar a la paret arterial un
paper actiu en el desenvolupament de I'aterosclerosi en destacar-ne la migracid i
proliferacié de CMLV. Les seves observacions en humans i animals d’experimen-
tacié, juntament amb les realitzades per M. D. Haust [8], suggerien que la
proliferacié de CMLV era una resposta enfront a un dany a la paret vascular. Les
cél-lules de la paret malmeses desencadenarien una resposta inflamatoria cronica
gue aniria seguida d’una resposta fibroproliferativa. Seguint aquesta linia, R. Ross
formula a la decada dels 90 la teoria més acceptada avui dia, la de la resposta a la
lesié. Aquesta defineix [I'aterosclerosi com una malaltia inflamatoria
fibroproliferativa cronica originada per un dany a I'endoteli [9]. Aquesta alteracid
de I'endoteli o disfuncié endotelial desencadenaria una série de mecanismes que
conduirien a la infiltracié de cél-lules com monocits o limfocits T a I'espai sub-
endotelial, a la proliferacié i migracié de CMLV i a la deposicié de material lipidic,
calci i matriu extracel-lular [10].

Avui dia esta ben establert que els principals factors de risc aterosclerotic sén la
hipercolesterolemia, la hipertensié, la diabetis mellitus, el tabaquisme, les
alteracions genetiques, els nivells d’homocisteina elevats o la infeccid per
microorganismes com Chlamydia pneumoniae o Herpes virus. Es per aixd que
I'aterosclerosi es considera una malaltia multifactorial, fet que malauradament
complica el seu estudi, prevencid i tractament.

Les alteracions de les CE que afecten o comprometen el seu funcionament normal
donen lloc al que coneixem com a disfuncié endotelial, i desencadenen una série
d’esdeveniments que promouen la formacié de lesions aterosclerotiques. En
respondre a un dany provocat per estimuls proaterogeénics, I'endoteli pateix un
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desequilibri en les seves funcions que es reflexa en un canvi profund en el seu
patré d’expressié génica. Un dels majors canvis responsables de la disfuncié
endotelial és la disminucié de la biodisponibilitat de NO, derivada en part de la
inhibiciéd de I'enzim responsable de la seva sintesi, I'0xid nitric sintasa endotelial
(eNOS) [4, 11].

L’anatomia de les arteries també influeix en el funcionament de I'endoteli. En les
regions tubulars, on el flux sanguini és laminar, les CE sén el-lipsoides i es troben
alineades amb la direccio del flux. No obstant, en les curvatures o bifurcacions, on
el flux sanguini és interromput o canvia de direccid, les CE sén poligonals i no tenen
una orientacid determinada. En aquests punts I’endoteli presenta una major
permeabilitat a macromolécules com les lipoproteines de baixa densitat (LDL), i les
possibilitats d’iniciar-s’hi una lesié sén més elevades [12]. En interaccionar amb els
components de la matriu extracel-lular, principalment els proteoglicans, les LDL
qgueden parcialment immobilitzades [13], fet que afavoreix que pateixin alteracions
qguimiques com oxidaci6 o glicosilaci. També s’ha descrit que |Ia
hipercolesterolemia augmenta la permeabilitat endotelial, fet que afavoreix encara
més la internalitzacié de lipids a I'espai subendotelial [14]. En aquestes zones
d’estrés hemodinamic, a més, augmenta |'expressié de molécules d’adhesié com la
la P-selectina i I'E-selectina, la Molécula d’Adhesié Intercel-lular 1 (ICAM-1) i VCAM-
1, les quals afavoreixen la infiltracié de leucocits a I'espai subendotelial [15-17]. Per
tant, la disfuncié endotelial afavoreix I'aparicié de zones d’inflamacié a la paret
arterial.

El procés aterosclerotic s"acompanya d’un estat inflamatori cronic. En resposta a la
infiltracié d’LDL, les CE i les CMLV alliberen molécules quimioatraients com la
Proteina Quimiotactica de Monocits 1 (MCP-1) o la interleucina-8 (IL-8), afavorint
encara més el reclutament de cel-lules inflamatories [18]. Un cop a l'espai
subendotelial, els monocits poden diferenciar-se a macrofags, activats per citocines
com el Factor Estimulant de Colonies de Macrofags (M-CSF), el qual és secretat pels
limfocits T o les mateixes CE en resposta a les LDL oxidades [19, 20]. Els macrofags
presenten antigens que activen els limfocits T, els quals responen amb I'alliberacié
d’interferd y (IFN-y). Aquesta citocina, al seu torn, activa els macrofags i altres tipus
cel-lulars, com les CMLV, promovent que secretin altres citocines proinflamatories
com el TNF-a (Factor de Necrosi Tumoral a) o la IL-1, amplificant aixi el procés
inflamatori [18, 21, 22].
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Els macrofags i les CE produeixen espécies reactives d’oxigen (ROS) i enzims del
tipus mieloperoxidases, esfingomielinases i fosfolipases, tots els quals
contribueixen encara més a la modificacié de les LDL de tal manera que poden ser
captades per macrofags gracies als seus Receptors Scavenger (SR), com I'SR-A o el
CD36 [23]. D’aquesta manera, els macrofags acumulen grans quantitats d’esters de
colesterol, els quals provoquen els canvis fenotipics pels quals reben el nom de
cel-lules escumoses. Al seu torn, les cel-lules escumoses produeixen ROS i factors
de creixement, els quals fan augmentar la inflamacié local i la resposta
proaterogenica [24]. Els agents quimioatraients, principalment el factor de
creixement derivat de plaquetes (PDGF), estimulen la migracié de CMLV de la
tunica media cap a la I'espai subendotelial. Aquest procés es veu afavorit per un
augment dels nivells de metal-loproteases de matriu (MMP) per part de CE i CMLV
promogut pel mateix PDGF i també per d’altres agents mitogens, com el factor de
creixement basic de fibroblasts (bFGF), el factor de creixement epidermic (EGF), la
trombina o I'angiotensina Il [25]. Les CMLV proliferen donant lloc a una nova capa a
la paret arterial, que es coneix com a neointima.

Tot aquests processos provoquen I'engruiximent de la paret arterial, provocant una
estenosi luminal [26, 27]. La lesid es pot apreciar a simple vista i es denomina estria
grassa. La majoria d’individus dels paisos desenvolupats arriben a aquest estadi a
edats molt primerenques (infancia i adolescencia) [9].

La major part de I'engruiximent propi de les plaques aterosclerotiques avancades
es deu a I'acumulacié de MEC més que no pas de cel-lules. Hi trobem col-lagens
intersticials (tipus i lll), proteoglicans i fins i tot fibres elastiques. Aix0 es deu al fet
que les CMLV, que han canviat el seu fenotip contractil per un de sintétic,
produeixen proteines de MEC de manera similar a com ho farien durant el desen-
volupament embrionari. Els factors de creixement també intervenen en aquest
procés, com el PDGF o el factor de creixement transformant B 1 (TGF-B1), els quals
promouen una sintesi de col-lagen excessiva per part de les CMLV. L'acumulacié
creixent de cel-lules i matriu, aixi com de lipids, pot acabar formant una coberta
fibrosa [9, 28, 29], la qual cobreix el que es coneix com a nucli lipidic o necroétic, en
el qual trobem restes de cél-lules escumoses que, ja sigui per I'efecte toxic de la
carrega lipidica com per les citocines proapoptotiques i elements oxidatius presents
en aquest microambient, moren per processos apoptotics o necrotics [30].
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Figura 2. Evolucié de la lesiéo aterosclerotica. Esquema mostrant de manera
simplificada el desenvolupament de la lesié aterosclerotica. AHA, American Heart
Association; ICAM1, molecula d’adhesié intercel-lular 1; LDL, lipoproteina de baixa
densitat; MMP, metal-loproteasa de matriu; VCAM1, molécula d’adhesié de cel-lula
vascular 1. Imatge extreta de Sanz et al.(2008) [31].

L'engruiximent de la placa aterosclerotica, juntament amb l'elevada taxa de
consum d’oxigen de les cél-lules escumoses, provoca I'aparicio de regions d’hipoxia
en les arees més internes de la placa [32-34]. De fet, les zones hipoxiques de
lesions aterosclerotiques carotidies es caracteritzen tipicament per presentar
nivells elevats del Factor de Transcripcié Induible per Hipoxia 1a (HIF-1a), del qual
en parlarem més endavant. En les plaques avangades s’hi donen fendomens
d’angiogeénesi, procés pel qual es formen nous vasos sanguinis a partir de vasos
preexistents. L'angiogenesi s’ha correlacionat amb la hipoxia intraplaca [34], fet
que pot interpretar-se com una resposta adaptativa encarada a restaurar el
subministrament d’oxigen als teixits [35]. No obstant, el més freqlient és que els
neovasos formats no acabin de ser funcionals, amb parets febles, fuites i vasos
cecs, fet que contribueix a la inestabilitzacid de la lesid [36]. Durant I'evolucié de la
lesio, les plaques aterosclerotiques poden complicar-se en patir hemorragies
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provocades per la ruptura de neovasos i fendmens de calcificacié. Aquest ultim és
un fenomen tarda en la progressio de la lesio aterosclerotica [37, 38].

Finalment, les lesions aterosclerotiques avangades poden donar lloc a plaques
estables, que evolucionen reduint la llum del vas, provocant per exemple I'angina
de pit estable [39]. Perd també poden donar lloc a plaques inestables o
vulnerables, caracteritzades per tenir una fina coberta fibrosa degut a una reduccié
del contingut en elastina i col-lagen, a una gran activitat de MMP i a la preséencia
d’un nucli lipidic inflamatori i necrotic important [40-43]. Aquestes plaques poden
trencar-se o erosionar-se, provocant la formacié d’un trombe, el qual pot ocasionar
un episodi clinic agut, com l'infart de miocardi o l'ictus [10, 44, 45]. Les plaques
inestables, per tant, son les que originen els episodis clinics més greus derivats de
I’aterosclerosi.

L'aneurisma és una patologia vascular que consisteix en la dilatacié permanent i
localitzada dels vasos sanguinis deguda a un afebliment de la paret vascular. Ocorre
principalment en artéries, especialment en |'aorta abdominal infrarenal, donant
lloc a I'aneurisma d’aorta abdominal (AAA) (Fig. 3). Aquesta patologia té una
prevalencga de fins al 8% en homes de més de 65 anys, i s’estima que és la desena
causa de mort més comu, essent responsable d'un ~2% de totes les morts. Els
principals factors de risc de I'AAA sén el tabaquisme i I’'edat. De fet, en les societats
occidentals, la incidéncia d’AAA es troba augmentada degut a I'envelliment de la
poblacié [46-48]. La patologia aneurismatica també pot provocar altres
complicacions secundaries, tot i que menys habituals, com per exemple
I’embolitzacié distal, les fistules aortoentériques o aortocaves i la compressié de
venes iliaques, la qual resulta en trombosi venosa profunda.
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Figura 3. Aneurisma d’aorta abdominal.
Reconstruccié tridimensional d'un angiograma
CT mostrant un gran aneurisma d’aorta
abdominal al qual s’hi troba associat a un altre
aneurisma a lartéria iliaca dreta. Aquest
angiograma correspon a un home de 76 anys
asimptomatic, previ a una intervencié de
reparaci6 endovascular. Imatge obtinguda de
Nordon et al. (2011) [61].

En I'AAA, la paret arterial s’afebleix i I'aorta es dilata progressivament fins al punt
que, si no s’intervé, pot arribar a trencar-se [49]. Normalment es considera que hi
ha AAA quan el diametre aortic maxim és de23 cm (el que suposa un 50% més del
diametre normal) [50], tot i que existeixen diversos criteris per definir I’AAA [51,
52]. Avui en dia el diametre de I'artéria és I'Unic indicador del risc de ruptura (>5
cm), i I'lnica terapia que s’hi aplica és la cirurgia, molt costosa per a la sanitat
publica i amb un elevat index de morbiditat i mortalitat [53]. A més a més, no es
disposa d’eines farmacologiques que limitin la progressié o promoguin la regressio
dels AAA ja establerts [54].

Tal i com hem indicat, existeixen diversos factors de risc que afecten alguna de les
etapes de I'AAA (desenvolupament, expansid i ruptura), pero I'Unic factor de risc
que s’associa amb totes tres etapes de manera irrefutable és el tabaquisme [46,
55]. El manteniment de I'habit incrementa I'expansio i risc de ruptura de I'AAA i
n’empitjora la prognosi, i hi ha evidéncies que el risc disminueix en deixar de fumar
[56].

Tradicionalment, s’ha considerat I'aterosclerosi com un dels factors que sotsjauen
a la dilatacié de l'aorta [57, 58]. La preséncia de lesions aterosclerotiques en el
teixit aneurismatic és freqlent, i ambdues patologies comparteixen alguns dels
seus factors de risc [46, 59, 60]. Tot i aix0, la possible implicacié de I'aterosclerosi
en els AAA és encara avui tema de debat. De fet, no s’ha trobat cap associaci
entre els nivells lipidics plasmatics i 'AAA, si bé s’ha observat un efecte protector
de nivells elevats d’HDL (lipoproteines d’alta densitat), aquest pot interpretar-se
simplement com a simptoma d’un bon estat de salut CDV [61].
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Pel que fa a la hipertensid, s’ha establert com a factor de risc de ruptura d’AAA, no
obstant, només s’ha pogut associar clarament amb el risc de desenvolupar AAA en
dones [62-65].

Altres factors de risc inclouen |'obesitat, que s’associa independentment amb
I’AAA, i I'alcoholisme [66-68]. No s’ha establert el mecanisme pel qual el consum
d’alcohol augmenta el risc de patir AAA, pero hi ha indicis que sigui mitjancant la
induccid de metal-loproteases i de la degradacio focal d’elastina [61]. Pel que faala
diabetis, cal destacar que tot i ser un factor de risc per a I'aterosclerosi, resulta
protectora contra el desenvolupament i expansio de I'AAA [52, 69]. Es desconeix
per quins mecanismes la diabetis pot exercir aquest paper, tot i que s’ha proposat
que la hiperinsulinémia, la hiperglicemia o fins i tot els agents terapeutics usats en
aquesta patologia podrien estar-hi involucrats. Aquests farmacs tenen la capacitat
d’estabilitzar el trombe mural, augmentar la duresa de la paret aortica, i disminuir
la inflamacio sistemica [70-72].

Diversos estudis familiars i de bessons han evidenciat la importancia de la
predisposicié geneética a patir AAA [73, 74]. La probabilitat que el besso
monozigotic d’'una persona amb AAA desenvolupi un aneurisma és del 24% [75].
Sembla que la importancia del rerefons genetic rau principalment en I'acumulacio
de gens susceptibles (principalment aquells que regulen mediadors inflamatoris,
proteases o la biologia de les CMLV), més que no pas en el fet de tenir una Unica
mutacioé puntual.

Recentment s’ha proposat que la predisposicié a desenvolupar AAA podria tenir un
origen embrionari [61]. La sintesi d’elastina a I'aorta abdominal s’atura practi-
cament al naixement, de manera que qualsevol anomalia en I'elastogénesi fetal
podria tenir efectes a llarg terme. Tanmateix, les vies de senyalitzacié que actuen
durant I'embriogenesi determinen el fenotip de les CMLV i de les seves futures
respostes a factors implicats en la patologia de I’AAA, com ara el TGF-B1 [76].

Finalment, cal destacar que hi ha cada cop més indicis que fan pensar en els AAA
com una mostra local d’'una malaltia vascular sistemica [77]. De fet, els pacients
amb patologia aneurismatica poden presentar anomalies en altres punts de Ia
vasculatura [78].
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La patologia aneurismatica a l'aorta abdominal es presenta com un procés
fisiopatologic complicat i dinamic, que culmina en un remodelat irreversible del
teixit connectiu [79]. Els principals processos que donen lloc al fenotip de I'’AAA sén
tres: proteolisi, inflamacid i apoptosi de CMLYV, els quals comporten que la paret
arterial pateixi una pérdua de I'elasticitat i resiliéncia, impedint la recuperacié del
diametre arterial normal després de cada pulsacid. Tot i que la tendéncia a la
dilatacio arterial sigui sistemica, aquest fenomen és més evident a I'aorta [80]. Per
la seva situacid, I'aorta abdominal esta exposada a forces hemodinamiques
Uniques. Té a prop la primera gran ramificacié de l'aorta (I'arteria celiaca), i
compren el recorregut des de les artéries renals fins a bifurcar-se en les iliaques.
L'ona de pressid sanguinia augmenta a mesura que es propaga des de la crossa
aortica fins a la bifurcacid, com a conseqiiéncia de la disminucié del diametre de
I'aorta [81]. Si en aquest punt ja és normal una lleugera escassetat d’elastina i
col-lagen [82], la disminucié d’aquests components de MEC associada a I'edat fa
que l'aorta abdominal sigui especialment vulnerable a I'estres mecanic repetitiu
[83].

L’AAA s’inicia amb un procés de degradacio de teixit connectiu, principalment de
fibres d’elastina, per part de MMP i probablement també d’altres enzims, com la
plasmina, les serina elastases i la catepsina [84-87]. D’aquesta manera, la media
perd la seva estructura laminar i les seves propietats elastiques, provocant la
dilatacio arterial.

La paret arterial pateix, a més a més, una infiltracié inflamatoria excessiva,
consistent en limfocits T i B i macrofags. Tot i que es desconeix per quin motiu
s’inicia el procés inflamatori, és probable que els péptids solubles derivats de la
degradacid de components de la MEC, incloent-hi I'elastina, la laminina i Ia
fibronectina, actuin com a agents quimiotactics promovent la infiltracio de
macrofags [88]. Tampoc no esta ben establert com es recluten els leucocits, perod
probablement aquest procés estigui dirigit pels elevats nivells de IL-8, MCP-1 i
RANTES que trobem en I'’AAA [89, 90]. Tanmateix, els teixits aneurismatics
produeixen una gran quantitat de prostaglandina E, (PGE2), TNF-a, IL-1B i IL-6.
Aquestes citocines poden induir I'expressid i I'activacié de MMP i d’inhibidors
tissulars de MMP (TIMP) [89, 91-95].
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L'afebliment de la paret arterial empitjora amb una important reduccié del
contingut de CMLV, les quals moren per apoptosi [96, 97]. Com a efecte
compensatori, hi ha una gran deposicié de col-lagen [98], el contingut del qual
augmenta amb la mida de I'AAA [99, 100]. Hi trobem principalment col-lagen dels
tipus | i lll, essent aquest darrer el principal responsable de les caracteristiques
tensores d’aquesta nova matriu [101, 102].

La desestructuracié de la capa media fa que I'adventicia hagi de suportar unes
forces centrifugues inusuals, a les quals respon generant respostes immunes
inflamatories, fibrotiques i angiogeniques [103, 104], complicant encara més el
desenvolupament de I'aneurisma. S’ha observat una forta correlacié espacial entre
els neocapilars, la degradacié de fibres elastiques i la mida de l'infiltrat de leucocits
a la cara externa de la paret arterial dels AAA [105].

Tots aquests canvis provoquen I'augment gradual del diametre aortic i de I'estres
hemodinamic, aixi com la transferencia de la forca tensora de la paret arterial a les
fibres de col-lagen [106-111]. La majoria d’aneurismes sdn asimptomatics fins al
moment de la ruptura. El risc d’arribar a aquest punt augmenta paral-lelament amb
el diametre aortic [112]. Es molt probable que la ruptura vagi precedida de la
degradacié proteolitica de les fibres de col-lagen [83]. De fet, la zona de ruptura es
caracteritza per tenir una elevada expressid de proteases, aixi com un elevat
nombre de leucocits i neovascularitzacié focal [113, 114].

En els darrers anys s’esta prestant molta atencio al trombe intraluminal (ILT), que
trobem en el 75% dels AAA [115]. L’ILT és un neoteixit biologicament actiu format
per multiples capes de fibrina coagulada. La cara luminal de I'ILT esta formada per
una capa hematica fresca amb fibres de fibrina, mentre que a la cara abluminal hi
trobem fibrinolisi activa. El gruix d’aquest trombe fa disminuir la biodisponibilitat
d’oxigen a la paret arterial [116], fet que podria estar incrementant la bioreactivitat
dels macrofags i la seva produccié d’elastasa [117]. La preséncia d’ILT s’ha associat
a parets arterials més primes, major elastolisi, menor densitat de CMLV a la media,
i un nivell més elevat de resposta immune inflamatoria a I'adventicia [116, 118].

Avui dia, I'Unica estratégia que s’aplica per reduir el risc de ruptura és la intervencié
quirargica. Degut a I'abséncia d’eines farmacologiques per tractar I’AAA, la millora
del nostre coneixement sobre els mecanismes implicats en la formacio i la
progressié dels AAA és fonamental per tal de desenvolupar estratégies que
previnguin o frenin I'expansié d’aquesta patologia.
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Tal i com hem comentat anteriorment, la progressié de la lesié aterosclerotica
suposa un engruiximent de la paret vascular que pot generar regions d’hipoxia.
Com veurem, la hipoxia és un estimul important en situacions fisiologiques
normals, perd també en situacions patologiques.

La hipoxia en els teixits ocorre quan la pressié d’oxigen baixa per sota del nivell
normal (21%), i es pot donar de manera transitoria o cronica. La hipoxia transitoria
pot tenir un significat fisiologic, com p. ex. en I'exercici o durant el desenvolupa-
ment embrionari [119-123], o patologic, com en la sépsia o en teixits traumatitzats.
La hipoxia cronica pot ser continua o intermitent. La hipoxia cronica continua tant
pot succeir en situacions fisiologiques, com les que es donen quan la pressié de O,
és baixa per causa de I'alcada, com en patologiques, com en teixits mal oxigenats.
En canvi, la hipoxia cronica intermitent, ocasionada per episodis breus d’hipoxia i
reoxigenacio (com en les apnees), només ocorre en un context patologic [124]. La
hipoxia, per tant, és un estimul fisiologic essencial que també esta involucrat en
diversos processos patologics com la hipertensié pulmonar, malalties CDV i
tumorigenesi [125].

Degut a la importancia que té I'oxigen en la produccié d’energia, els organismes
aerobics han desenvolupat una série de respostes per tal de compensar la
davallada dels nivells d’oxigen que té lloc en condicions d’hipoxia. En els mamifers,
aquestes respostes estan destinades a restablir el subministrament de nutrients i
oxigen a les zones afectades, promovent un increment en |'lUs de glucosa,
I’eritropoesi o I'angiogenesi, entre d’altres [126-129]. Les respostes a la hipoxia
impliquen un canvi en I'expressié génica que afecta aproximadament un 2% del
transcriptoma [130]; aquests canvis estan promoguts per 'activacié de diferents
factors de transcripcio, pero principalment dels Factors de Transcripcié Induibles
per Hipoxia (HIF) [128, 131, 132].
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Les proteines HIF pertanyen a la familia de factors de transcripcié bHLH-PAS (basic
helix-loop-helix-Per/ARNT/Sim). Aquests estan formats per una subunitat comu B
(HIF-B o ARNT1) i per una subunitat a, que en humans presenta tres isoformes: HIF-
la, HIF-2a (o EPAS, d’endothelial Per-ARNT-Sim domain protein) i HIF-3a [133-135].
Mentre que els nivells de HIF-B es mantenen estables, les subunitats o presenten
una fina regulacié dependent d’oxigen. HIF-1a és el factor expressat de manera
més ubiqua i el més caracteritzat de la familia; se’l considera el principal regulador
de la resposta a hipoxia [136]. HIF-2a també esta implicat en aquesta resposta, no
obstant, la seva expressio esta restringida a certs tipus cel-lulars [134, 137]. Per
tant, si bé sembla que aquests dos factors puguin tenir papers redundants, en tenir
patrons d’expressié diferents, podrien controlar processos fisiologics distints.
HIF-3a, el factor menys caracteritzat de la familia, sembla que podria actuar com a
repressor intern del sistema HIF [138]. La majoria de les respostes que comentarem
a continuacié fan referencia a HIF-1a.

Els factors HIF activen els seus gens diana unint-se als elements de resposta a
hipoxia (HRE) presents en els seus promotors. Aquestes seqliencies, composades
per uns 18 parells de bases, es caracteritzen per tenir una seqliéncia central
5’-RCGTG-3’ [139, 140]. La unié dels factors HIF als seus elements de resposta
indueix I'expressié de gens associats amb la supervivencia cel-lular, el metabolisme
anaerobic, la vascularitzacio, el transport de nutrients i la migracié cel-lular [136].
Aixi, com a gens diana de HIF trobem gens que fan incrementar la glicolisi, com la
lactat deshidrogenasa-A o la piruvat deshidrogenasa cinasa; gens que regulen el to
vascular com I'endotelina; o gens que controlen el transport i biodisponibilitat
d’oxigen com I'eritropoetina. També hi trobem factors mitogenics com el PDGF o el
bFGF; factors angiogénics com el VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) i els
seus receptors; factors apoptotics com el BNIP3, la p53 o I'annexina-V; proteines
qgue afecten la mobilitat i el contacte cel-lular com Notch o I'’Angiopoietina-2; o
proteines del metabolisme de la MEC com la LOX, la MMP-2, la MMP de membrana
MT1 o els seus reguladors TIMP-1 [141, 142].



INTRODUCCIO

Practicament totes les cel-lules de I'organisme sén sensibles a canvis en la pressié
d’oxigen i sén capaces de generar una resposta transcripcional dirigida per HIF
[143, 144]. Tot i que les dues subunitats de HIF, a i B, s’expressen constitutivament,
la vida mitja de les primeres es veu finament regulada pels nivells d’oxigen,
principalment a través de mecanismes postranscripcionals.

Les subunitats o presenten un domini de degradacié dependent d’oxigen (ODD)
format per dos residus de prolina, que en condicions de normoxia sén hidroxilats
per les prolil hidroxilases 1, 2 i 3 (PHD1-3), una familia de dioxigenases dependents
de 2-oxoglutarat [145-148]. Aquesta modificacié permet la interaccié de HIF-a amb
la proteina von Hippel-Lindau (pVHL), que és una subunitat del complex E3
ubiquitina ligasa [149, 150]. Aquesta interaccid facilita la ubiquitinitzacié de HIF-a i,
per tant, el condueix a ser degradat per via proteosomica [145, 146, 151-154].
Aquesta regulacié fa que, en presencia d’oxigen, la vida mitja de HIF-a sigui de no
gaire més de 5 minuts. Les subunitats a presenten un segon ODD regulat de
manera similar en hidroxilar-se per I'asparagina hidroxilasa FIH (Factor Inhibidor de
HIF) [155]. Les PHD1-3 requereixen O, (a més a més de ferro [Fe*"], 2-oxoglutarat i
ascorbat) per poder hidroxilar els residus de prolina [141, 156]. La hidroxilacio per
part de FIH també és dependent de O,. Per tant, en condicions d’hipoxia, I'activitat
d’aquests enzims queda inhibida i, en conseqiiéncia, es redueix notablement la
degradacié dels factors HIF-a al citoplasma (Fig. 4) [157, 158]. Els agents quelants
de ferro, el cobalt (capag d’unir-se al grup hemo de les PHD), o la dimetiloxalglicina
(DMOG, que competeix amb el 2-oxoglutarat per unir-se a les PHD), limiten
I'activitat de les PHD, eviten la hidroxilaci6 de HIF-a i mimetitzen [|'efecte
estabilitzador de HIF provocat per la hipoxia [159]. Tot i que encara no esta ben
caracteritzat, també hem de tenir en compte la participacié de les proteines
d’estreés, que en unir-se a HIF-1 el protegeixen de la degradacio [160].

La conseglient acumulacié de subunitats fa que aquestes entrin al nucli, on

formen heterodimers amb les subunitats HIF-B, els quals poden unir-se als HRE
presents en els promotors de molts dels gens involucrats en la resposta a la
hipoxia. Pero per aixo, els cal transactivar-se mitjancant la unié al seu coactivador
CBP/p300 [161-163]. En condicions de normoxia, la hidroxilacié del residu
d’asparagina d’un dels ODD per part de la FIH suposa un impediment esteric en la
unié amb el coactivador, de manera que HIF-1 no es pot transactivar. En canvi, en
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abséncia d’oxigen, HIF-1a és fosforilat i translocat al nucli, on dimeritza amb HIF-B i
s’acobla a CBP/p300, permetent la induccié de I'expressié genica (Fig. 4) [164].

NORMOXIA
DEGRADACIO
PROTEOSOMICA
f f Figura 4. Representacio
OH)  (OH) (OH) esquematica de la regulacio
oDD TAD de HIF-1a segons els nivells
d’oxigen. ODD, domini de
‘ degradacié dependent d’oxigen;
TRANSACTIVACIO TAD, domini de transactivacié.
HIPOXIA

A més a més de tots aquests mecanismes de regulacié, HIF-1 també pot ser activat
a nivell transcripcional per estimuls independents de la pressi6 de O,. En
condicions de normoxia, moltes citocines i factors de creixement activadors de
receptors del tipus tirosina cinasa (RTK) augmenten la transcripcié de HIF-1a. Entre
aquests factors trobem la insulina, la IL-1B, el TNF-a, I'EGF, la trombina, o
I'endotelina 1, entre d’altres [165-168]. Aquest factors s’uneixen a receptors
tirosina cinases i receptors acoblats a proteines G, i activen vies de senyalitzacid
que inclouen PI3K, Akt (PKB), Ras, MAPK i MEK, essent la via més important I'eix
PI3K/Akt/mTOR [167, 169, 170]. Aquestes vies fan augmentar la transcripcié de
HIF-1a i estimulen la superviancia cel:l ular, el creixement i la proliferacié. Per
exemple, en situacions de normoxia, tant I'angiotensina Il, necessaria per a la
vasculogenesi, com la trombopoetina, necessaria per al manteniment de les
cel-lules mare hematopoetiques, estabilitzen HIF-1. Ara bé, s’ha observat que
aquesta estabilitzacié requereix la presencia de ROS [171, 172].

En els ultims anys s’ha posat de manifest la importancia de les ROS com a
desencadenants de I'estabilitzaciéd de HIF-1a. Els nivells fluctuants de O, que es
donen en situacions d’hipoxia intermitent inhibeixen parcialment el transport
mitocondrial d’electrons, produint canvis en l'estat redox dels transportadors
d’electrons que fan incrementar la produccié mitocondrial de ROS. Aquests agents
oxidants entren al citosol i funcionen com a missatgers secundaris en la via de
senyalitzacid que mena a I'estabilitzacié de HIF-1a. Segons aquest model, les ROS
estabilitzarien HIF-a en inhibir indirectament I’activitat hidroxilasa, bloquejant la
degradacié proteosomica de HIF (Fig. 5) [173-178]. A més a més, la hipoxia
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intermitent pot incrementar la sintesi de HIF-1a i la seva transactivacid al nucli: els
nivells fluctuants d’oxigen promouen la produccié de ROS per part de la NADPH
oxidasa, i aquestes ROS indueixen I'activitat de la fosfolipasa Cy generant inositol-
3-fosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). Aquests, al seu torn, inicien dues cascades de
senyalitzacié: I'una indueix PKC, la qual estimula la sintesi de HIF-1a dependent de
mTOR, i I'altra, mitjancant la immobilitzacié de Ca®' intracel-lular, fosforila
CBP/p300, promovent la seva interaccié6 amb HIF-1a (Fig. 5). D’aquesta manera,
I’activacié persistent de mTOR evita que els nivells de HIF-1a caiguin drasticament
durant els periodes de reoxigenacid, tal i com succeiria després de situacions
d’hipoxia continua [179, 180].
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Finalment, cal esmentar que les multiples respostes induides per la hipoxia poden
estar modulades per altres factors de transcripcid, com AP-1, SP1 o proteines
Smad, les quals també s’associen a CBP/p300 [181-185]. De fet, els Smad estan
involucrats en la induccié de diversos gens en resposta a la hipoxia, com ara
I’endoglina, el TGF-B2 o I'eritropoetina. El paper dels Smad en aquests casos és
promoure la formacié de complexes entre diferents coactivadors permetent aixi la
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transactivacié [183, 186-188]. Si bé alguns Smad poden unir-se directament a
elements de resposta (SBE), per tal que aquesta unidé pugui regular la transcripcio,
també els cal associar-se a altres factors de transcripcid, com AP-1, TFE3 o FoxG1
[189]. Finalment, cal destacar que a més d’estar involucrats en |’activacié de gens
de resposta a la hipoxia, els Smad participen en la regulacié de la sintesi de MEC,
principalment vehiculant les respostes promogudes pel TGF-f1 [190].

La Lisil Oxidasa (LOX) és una amino oxidasa dependent de coure que catalitza la
reaccid d’oxidacié dels grups amino d’algunes proteines en residus de lisina i
hidroxilisina. Aquesta oxidacié comporta la formacid de grups semialdehid (peptidil
a-aminoadipic-6-semialdehid o alisina), que condensen espontaniament amb
residus analegs de la mateixa o d’altres proteines, generant-hi enllagos creuats
[191]. La LOX és la proteina més estudiada de la seva familia, que en mamifers
consta de quatre isoenzims més: LOX-like (LOXL) 1, LOXL2, LOXL3 i LOXL4. Els cinc
membres de la familia presenten una elevada homologia a I'extrem C-terminal, on
s’hi troba el domini catalitic. Tot i que sembla que totes elles presenten activitat
lisil oxidasa, aquests enzims mostren patrons d’expressié diferents, de manera que
probablement desenvolupin funcions diverses [192, 193].

Els substrats més clarament establerts de la LOX sén el col-lagen i I'elastina [194].
Aguest enzim es troba fortament associat a aquestes molécules de la MEC, sobre
les quals exerceix un paper estabilitzador i insolubilitzant, participant aixi en la
maduracié i manteniment de la MEC [194]. En teixits adults humans, trobem LOX
en abundancia associada a fibres de col-lagen, principalment a la pell i a I'aorta; en
teixits embrionaris, la trobem associada tan a col-lagen com a elastina [195, 196].
La modificacié de la MEC per la LOX és un factor critic en el desenvolupament i
manteniment del teixit connectiu de diversos sistemes de I'organisme, tals com
I'ossi, el respiratori i el CDV, pero també d’algunes condicions patologiques [197,
198]. De fet, els ratolins deficients per aquest enzim moren perinatalment,
presenten aortes tortuoses i fragils, i una elevada freqliéncia de ruptures
diafragmatiques [199, 200].
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La LOX és sintetitzada per diversos tipus cel-lulars; a nivell vascular és produida per
fibroblasts, CMLV i CE. Es sintetitza com a precursor o preproteina (preproLOX), la
qual conté un péptid senyal de 21 aminoacids a I'extrem amino terminal [197, 201].
Aguest peéptid mena la preproLOX al sistema de reticle endoplasmic (RE) i, per tant,
a la via de secrecid. En el seu transcurs a través del RE i Golgi, el preproenzim pateix
una série de modificacions fins a donar una forma cataliticament inactiva de 50 kDa
(proLOX): en primer lloc es proteolitza el péptid senyal, a continuacié es produeix
una N-glicosilacié [201], s’incorpora un atom de Cu (ll) [202, 203] i, finalment, es
forma el cofactor LTQ (lisil tirosil quinona) a través de la unid covalent dels residus
de lisina 320 i tirosina 355 (a la seqiencia humana) [203, 204]. Finalment el
proenzim (proLOX) es secreta a I'espai extracel-lular [205-209], on és proteolitzat
per les procol-lagen C-proteinases (PCP) codificades pel gen BMP1 [principalment la
proteina morfogenica ossia-1 (BMP-1), i en menor grau la mammalian Tolloid
(mTLD)], aixi com per les proteinases mammalian tolloid-like mTLL-1 i mTLL-2 [210].
Aquesta proteolisi dona com a resultat la forma madura i cataliticament activa de
32 kDa (LOX) i el propetid de 18 kDa (LOX-PP) (Fig. 6) [210-213].
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Figura 6. Biosintesi i funcions de la LOX. Representacié esquematica mostrant els
principals passos de la biosintesi de la LOX, aixi com les principals funcions atribuides a
la LOX cataliticament madura i al seu propéptid. BMP-1, proteina morfogenica ossia-1;
LOX-PP, propéptid de LOX. Imatge adaptada d’Alcudia et al. (2008) [214].
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Si bé la LOX presenta una localitzacié extracel-lular, sorprenentment, se n’han
identificat formes intracel-lulars, tant citosoliques com nuclears [215]. Tot i que els
possibles substrats intracel-lulars de la LOX no estan ben establerts, diversos
estudis indiquen la participacid d’aquest enzim en el control de I'expressié genica,
la motilitat i 'adhesid cel-lulars [192]. A més a més, la LOX participa en processos
d’invasid, transicié d’epiteli a mesenquima (EMT) i senyalitzacid intracel-lular [216-
219].

La LOX inicia la formacié d’enllagos creuats entre col-lagens i elastina a la MEC,
augmentant-ne aixi la forca tensora i la integritat estructural, trets essencials per al
bon funcionament del teixit connectiu. El centre actiu responsable de I'activitat
catalitica de la LOX es troba en el domini C-terminal, el qual esta altament
conservat entre els diferents membres de la familia i també entre les LOX de
diferents espécies. A més del domini d’unié al coure i dels residus d’unio al cofactor
LTQ, la regié C-terminal de la LOX conté un domini de tipus receptor de citocines
(cytokine receptor like-domain) i un domini de tipus receptor de factor de
creixement (growth factor receptor-like domain) [197, 220].

La LOX catalitza la desaminacié oxidativa de residus de lisina i hidroxilisina de les
cadenes de col-lagen i elastina [221]. Aquesta reaccid es ddna en quatre passos,
que s’il-lustren a la Fig. 7. En primer lloc es forma una base de Schiff entre la lisina
substrat i el cofactor LTQ (I=>11). D’aquesta manera, el substrat roman unit a I'enzim
fins que una base, probablement una de les histidines del centre actiu, provoca el
desplacament dels electrons del substrat carbanid al cofactor LTQ, provocant-ne la
reduccié (I1=111). La hidrolisi de I'amina formada allibera com a producte I'aldehid
derivat de la lisina, que espontaniament reaccionara amb residus analegs de la
mateixa proteina o de proteines veines. Aixi, s’estableixen enllagos covalents inter-
i intra- moleculars entre aquests substrats (lII=1V). Un cop alliberat I'aldehid,
I’enzim reduit es torna a reoxidar amb O, amb I'ajuda del Cu (Il), produint peroxid
d’hidrogen i amoni. Aixi es completa el cicle catalitic i I'enzim, oxidat, torna a ser
funcional (IV2>V->I1) [194, 222, 223]. Els diferents métodes que s’utilitzen per
determinar I'activitat LOX es basen en la mesura del peroxid d’hidrogen alliberat en
aquesta darrera etapa (Fig. 7).
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Figura 7. Mecanisme de reacci6 de la LOX. RNH representa el residu peptidil lisina
314 de la LOX bovina, la lletra B representa una base genérica, LTQ equival al cofactor
lisina tirosilquinona, i LysAld representa el producte final de la reacci6 que s'unira
espontaniament i covalent amb residus analegs. Figura modificada de Smith-Mungo et
al. (1998) i Akagawa et al. (2001) [194, 222].

La LOX pot interactuar amb altres substrats proteics a part del col-lagen i I'elastina,
com a minim in vitro. L'enzim purificat pot oxidar residus peptidil lisina en
proteines globulars basiques amb punts isoelectrics superiors a 8, com les histones
H1 i H2 [224], o fins i tot factors com el bFGF [225]. La possibilitat d’utilitzar altres
proteines com a substrat més enlla de components de la MEC atorga a la LOX la
capacitat de regular multiples processos cel-lulars, tal i com anirem comentant a
continuacid.
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La LOX s’expressa en un ampli ventall de cél-lules, entre les quals en destaquen
fibroblasts, CE, CMLV, osteoblasts i condrocits [226-229]. A nivell tissular, trobem
una abundant expressio de LOX a I'aorta fetal i adulta, la placenta, la pell i el pulméd
[195, 196]. La LOX juga un paper important durant el desenvolupament, variant la
seva expressio en funcié de I'estadi embrionari [196, 199, 200, 230]. L’expressié de
LOX disminueix notablement amb I'edat, contribuint a la pérdua d’elasticitat dels
teixits propia de I'envelliment. L'expressié de la LOX també es veu alterada en
processos fisiopatologics, com la cicatritzacid de ferides, la tumorigénesi o la
fibrosi. Es obvi, doncs, que la LOX es trobi regulada per una multitud d’efectors,
entre els quals hi trobem citocines, factors de creixement, segons missatgers, ions
metal-lics o hormones. La Taula 1 resumeix els efectes dels reguladors de la LOX
descrits fins ara.

La LOX madura (32kDa) no només es localitza a I'espai extracel-lular, siné també a
nivell intracel-lular en fibroblasts, condrocits, CMLV i en una gran varietat de
cél-lules no fibroblastiques [215, 231, 232]. L'origen d’aquestes formes actives
intracel-lulars de la LOX és desconegut, tenint en compte que la maduracié de
I’'enzim es realitza a I'espai extracel-lular. S’ha suggerit la captacié i internalitzacio
de la LOX madura des de I'espai extracel-lular, tot i que de moment se’n desconeix
el mecanisme, que, segons Nellaippan et al., seria independent de I'activitat
enzimatica de LOX [233].

La LOX intracel-lular s’associa al control de I'adhesid i migracid cel-lular en cél-lules
canceroses. La LOX pot oxidar residus de lisina del bFGF, inhibint aixi els seus
efectes en la progressid en el cicle cel-lular i en la fosforilaci6 de MAPK [225].
Sorprenentment, també s’ha localitzat LOX al nucli [215, 233], on controlaria
I'expressid genica. S’han observat alteracions en la condensacié de cromatina
dependents de LOX [215, 231, 233, 234], fet que és coherent amb la seva capacitat
d’utilitzar histones H1 i H2 com a substrat, com a minim in vitro [235, 236]. De fet,
la LOX, mitjancant la seva activitat enzimatica, és capa¢ de regular |'activitat
transcripcional de gens implicats en la sintesi de MEC o en la progressié tumoral,
tals com el col-lagen Ill, la B-catenina, la ciclina D1 o I'elastina [237-239].
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Taula 1. Principals reguladors de la LOX i els seus efectes.

Molécula Teixit o tipus cel-lular Efecte Referéncies
efectora
IFN-y Rn: CML d’aorta \ nivells ARNm [240]
\ vida mitjana ARNm
bFGF Mm: Osteoblasts W nivells ARNm (1-10 nM) [241]
N nivells ARNm (0,01-0,1 nM)
bFGF i IGF-1 Rn: Teixits bucals inflamats N nivells ARNm [242]
Rn: Fibroblasts
PGE, Rn: Fibroblasts de pulmé \ activitat enzimatica [243, 244]
Hs: Fibroblasts embrionaris de | \ nivells ARNm [245]
pulmé
TGF-B1 Rn: CML d’aorta N nivells ARNm [243, 245-250]
Hs: fibroblasts gingivals A activitat enzimatica
Mm: Cel-lules tipus osteoblast
Testosterona Bt: CML d’aorta N activitat enzimatica [251]
AMPc Hs, Rn: CMLV N nivells ARNm [244, 252]
PDGF Rn: CMLV N nivells ARNm [253, 254]
Angiotensina Il
LDL CE (Hs, Ss) Y nivells ARNm [255]
V activitat enzimatica
Hs: CMLV ¥ nivells ARNm dades no
publicades
TNF-a Mm: osteoblasts W nivells ARNm [256]
CE (Hs, Ss. BY) ¥ activitat enzimatica [257]
Rn: fibroblasts cardiacs < nivells ARNm (1-5 ng/ml) [258]
N nivells ARNm (10-20 ng/ml)
Hipoxia Hs: diversos tipus cel-lulars N nivells ARNm [219]
Homocisteina Hs: CE \ activitat enzimatica [259]
Fibronectina Mm: fibroblasts embrionaris N activacio proteolitica [260, 261]
cel-lular
Endotelina Gg: CMLV aorta W nivells ARNm [262]

Rn, rata; Mm, ratoli; Hs, humans; Bt, vaca; Gg, pollastre; Ss, porc.

Un aspecte destacable de la biologia de la LOX és el fet que el seu propeptid

presenta activitat biologica. El LOX-PP s’ha detectat dins el compartiment cel-lular,

fins i tot al nucli [263] [264]. La cél-lula podria internalitzar el propéptid sense

I’'ajuda de cap receptor especific gracies al seu elevat punt isoeléctric, que és de

12,5 [265, 266]. A més a més, el LOX-PP té un senyal putatiu de localitzacié nuclear

[215, 267] que podria ser el responsable de la seva translocacié al nucli. La
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preséncia del propéptid al nucli s’ha relacionat amb la regulacié dels microtubuls
durant el desenvolupament dendritic en cél-lules de Purkinje [264]. EI LOX-PP
també sembla jugar un paper important en processos metastatics, ja que la seva
expressid ectopica reverteix el fenotip de fibroblasts transformats per ras de
manera independent de I'activitat lisil oxidasa [266].

La sublocalitzacié de la LOX a la cél-lula sembla ser dependent del moment del cicle
cel-lular en que es troba. Aixi, en osteoblasts en proliferacid, el LOX-PP s’ha associat
principalment a Golgi i al reticle endoplasmic, mentre que la LOX madura s’ha
localitzat al nucli i a la regid perinuclear. En canvi, en osteoblasts en diferenciacié,
tant el propéptid com la forma madura de la LOX s’han localitzat en els microtubuls
[263].

La LOX és essencial per al desenvolupament embrionari en mamifers. La inactivacié
del gen LOX en ratolins provoca la mort perinatal deguada a defectes greus en la
formacié de la pell i dels sistemes CDV i respiratori. A més a més, aquests ratolins
presenten elastolisi generalitzada i una deposicié de col-lagen anormal en diversos
teixits [199, 200, 268]. També en models murins de desenvolupament embrionari,
s’ha observat que el patré d’expressio temporal de la LOX se superposa amb el dels
principals col-lagens (1i IV) i I'elastina [269, 270]. Aquest fet fa que sigui sorprenent
gue els principals problemes en el desenvolupament no apareguin fins als darrers
estadis, suggerint un efecte compensatori per part dels altres isoenzims de la
familia [271]. La funcié més notoria de la LOX durant I'embriogénesi sembla ser el
d’atorgar unes propietats fisiques optimes a la MEC de diversos teixits [271]. No
obstant, la LOX també sembla exercir un paper clau dirigint els processos cel-lulars
propis del desenvolupament, a jutjar pels treballs publicats durant els darrers anys
qgue mostren les accions intracel-lulars de la forma madura de la LOX i del seu
propéptid [263].
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S’han descrit multiples patologies associades a I'alteracié del patré d’expressié de
la LOX. La majoria d’aquestes patologies presenten un desequilibri en el balang
sintesi/degradacio de la MEC. Per exemple, s’han observat nivells elevats de LOX en
fenomens fibrotics a nivell hepatic, miocardic, pulmonar o renal [194, 223, 272-
277]. En la majoria dels casos hi esta implicat el TGF-B1, un factor pro-fibrotic que
estabilitza ’ARNm de la LOX i en facilita la maduracié en incrementar I'expressié de
les PCP [248, 278, 279]. La LOX també esta involucrada en processos neuro-
degeneratius com |’Alzheimer, la demencia o I'esclerosi lateral amiotrofica [280-
282]. La reduccié de l'expressid de la LOX, per altra banda, s’ha relacionat
fortament amb I'emfisema pulmonar [283, 284].

Més enlla dels problemes de teixit connectiu derivats d’'un excés o d’un déficit en
I'activitat LOX, les multiples funcions d’aquest enzim i del seu propéptid fan que la
LOX estigui implicada en patologies complexes com el cancer i les malalties CDV. El
paper de la LOX en aquestes patologies és complicat i en alguns casos controvertit,
tal i com comentarem a continuacié.

La LOX es va identificar com a supressora de la tumorigénesi induida per ras [285].
Diversos estudis han observat un descens en l'expressid de la LOX en linies
tumorals de fibrosarcoma, coriocarcinoma, rabdomiosarcoma i adenocarcinoma,
aixi com en carcinomes de colon, esofag, gastric, pancreatic i prostatic, i en
melanomes [198, 286-291]. Aixi mateix, la inhibicid experimental de LOX pot
promoure la transformacié maligna de fibroblasts en cultiu [292].

La LOX inhibeix la transformacié induida per ras a través dels seus efectes en la
senyalitzacio intracel-lular [282]. L'expressié de LOX evita I'activacié del factor de
transcripcié NF-kB i fa disminuir els nivells de la proteina antiapoptotica Bcl2 [239,
293, 294]. La inhibicié de la transformacié induida per ras sembla ser principalment
dependent del propéptid, i no de la forma cataliticament activa. EI LOX-PP pot
inhibir el fenotip transformat de cél-lules de cancer de mama, pulmé i pancrees
[266, 293, 295]. En cel-lules de cancer de mama, I'expressio ectopica del propéptid
de LOX atenua la senyalitzacié d’integrines via FAK i p130“* (que indueix
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proliferacié cel-lular) [296]. L'activitat lisil oxidasa també pot exercir efectes
supressors de la proliferacié tumoral: la LOX pot oxidar el bFGF, inhibint aixi els
seus efectes en la progressio del cicle cel-lular i en la fosforilaciéo de MAPK [225].

Tot i que el paper de la LOX com a supressora de tumors esta ampliament acceptat,
en els ultims anys ha generat una certa controvérsia, ja que també s’han descrit
nivells elevats d’aquesta proteina en linies cel-lulars i en els seus teixits tumorals
corresponents [282], com per exemple en cancer de mama, cél-lules escamoses de
cap i coll, prostata o ronyd [219, 297, 298]. A més, per a alguns tipus de cancer,
I'augment dels nivells de LOX correlacionen en la clinica amb la metastasi i la
progressié tumoral [219, 299].

La LOX promou la migracio i 'adhesioé en cél-lules invasives de cancer de mama a
través d’un mecanisme dependent de la produccié de peroxid d’hidrogen derivada
de la seva activitat catalitica, i mitjancant I'activaciéd de la via de senyalitzacié
FAK/Src [218, 300]. En linies cel-lulars derivades de cancer de mama poc invasives,
I’expressié exogena de LOX promou I'activacié de Src i FAK, que al seu torn activen
la via de senyalitzacié p130caS/Crk/DOCK180, la qual, en augmentar I'activitat de
Rac i Cdc42 i disminuir 'activitat Rho, promou el canvi a un fenotip migratori
mitjancant la reorganitzacio dels filaments d’actina [301].

La hipoxia, un fenomen caracteristic del procés tumoral, indueix I'expressié de LOX
en cél-lules tumorals de cancer de mama a través del factor HIF-1. La induccid de la
LOX per hipoxia activa la motilitat cel-lular via activaci6 de FAK a través d’'un
mecanisme dependent de H,0, i de I'activacio de les integrinef1 [219, 302]. De
fet, la inhibicid de LOX en tumors ortotopics comporta una reduccid del grau de
metastasis [219]. En concordanca amb aquest paper de la LOX en la progressié
tumoral, diversos estudis demostren que l'activitat LOX, induida per hipoxia a
través de HIF-1, participa en 'EMT [217, 303, 304]. En els ultims anys s’han realitzat
estudis que mostren que la LOX és essencial en la formacié del ninxol
premetastatic en cél-lules de cancer de mama hipoxiques per un mecanisme
dependent de HIF-1. L’'acumulacié de LOX i fibronectina en resposta a hipoxia en
zones premetastatiques promou el reclutament de cél-lules derivades de medul:la
ossia CD11b+ [305, 306]. Aquestes cel-lules creen I'entorn adequat per a la
subsegiient invasid i creixement de cel-lules tumorals [307-309]. Finalment,
mitjangant la seva axtivitat catalitica, la LOX pot activar HIF-1 via PI3K-Akt. Per tant,
LOX i HIF-1 actuarien sinérgicament fomentant la formacié de tumors [310].
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Recentment, Oleggini i els seus col-laboradors han demostrat que la LOX,
mitjancant I'Us de la histona H1 com a substrat i la conseqient alteracié en el grau
de condensacid de la cromatina, indueix I'activacié del promotor del virus tumoral
mamari del ratoli (MMTV), un conegut mutagen insercional que causa carcinomes
mamaris [311]. Aquest resultat s’afegeix a la gran quantitat d’estudis que
relacionen la LOX amb el cancer, molts aparentment contradictoris, perd que en
definitiva ens indiquen que el paper de la LOX en la tumorigénesi varia en funcié de
la localitzacié i el tipus cel-lular i de I'estadi de la transformacié maligna, i ens
suggereixen que la LOX podria ser una bona diana terapeutica en el tractament i la
prevencio de les metastasis tumorals [219].

A la paret vascular, la LOX s’expressa en fibroblasts, CE i CML. Es la isoforma
responsable del 80% de I'activitat lisil oxidasa a les CML d’aorta [268]. Mitjancant la
generacid de ratolins deficients en la LOX, s’ha vist que aquest enzim és clau tant
en el desenvolupament com en el manteniment del sistema CDV. Els animals Lox”
moren perinatalment i presenten greus alteracions a nivell vascular, incloent-hi
aortes tortuoses i aneurismatiques. A nivell microscopic, s’hi observen fibres
elastiques fragmentades, discontinuitats en la capa media i alteracions en la
morfologia de les CE, les quals perden la seva adhesié a la lamina basal [199, 200].

En els ratolins LOX” es perd la integritat de la barrera endotelial [199]. Els estudis
desenvolupats pel nostre grup demostren que, in vitro, la inhibicié de la LOX
augmenta la permeabilitat de CE cultivades en monocapa, permetent l'intercanvi
de macromolécules [255]. Aquests resultats suggereixen que la desestructuracié de
la MEC, com a conseqliencia de I'alteracié de la LOX, afecta la funcionalitat de la
barrera endotelial. De fet, factors desencadenants de disfuncié endotelial com la
hipercolesteroléemia i la hiperhomocisteinémia disminueixen I'expressié i/o
I’activitat enzimatica de LOX en CE en cultiu i/o a la paret vascular. Aixi, en un
model porci d’aterosclerosi primerenca, es va observar una disminucio dels nivells
d’expressio de la LOX després de I'administracié de dieta hipercolesterolémica. Els
estudis in vitro han demostrat que concentracions aterogéniques d’LDL
disminueixen tant I'expressié com I'activitat de LOX en CE a través d’'un mecanisme
transcripcional [255, 259]. Pel que fa a I'homocisteina (HC), s’ha observat que, a
concentracions patologiques, inhibeix I'activitat lisil oxidasa en CE mitjangant un
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mecanisme que sembla estar lligat I'estres oxidatiu generat pel grup tiol de la HC
[259]. Analogament, la citocina proinflamatoria TNF-a, que promou disfuncid
endotelial i aterosclerosi [21, 22, 312], també redueix I'expressié i I'activitat de la
LOX en CE i in vivo a la paret vascular, i ho fa a través d’'un mecanisme
transcripcional dependent de PKC i de proteines geranilgeranilades com RhoA [257,
313]. Cal destacar que les estatines contraresten I'efecte inhibitori del TNF-a i de
les LDL sobre I'expressié i I'activitat de la LOX en CE [313]. Aquests farmacs
hipolipemiants, ampliament utilitzats en la clinica, milloren la funcié endotelial com
a conseqliencia de mecanismes dependents i independents (pleiotropics) de la
reduccid dels nivells del colesterol [314-318]. El tractament amb estatines també va
contrarestar l'increment de la permeabilitat endotelial induida per les LDL i va
normalitzar I’expressid vascular de la LOX en el model porci d’hipercolesterolemia,
fet que suggereix que la regulacié de LOX per aquests farmacs pot contribuir al seu
efecte beneficids a nivell vascular [313].

Per tant, els resultats del nostre grup indiquen que la inhibicié de la LOX podria
estar relacionada amb la disfuncié endotelial desencadenada per factors de risc
aterosclerotic i citocines proinflamatories, implicant aquest enzim en les fases
inicials del procés aterosclerotic [214, 255, 257, 259].

L'activitat LOX té propietats quimiotactiques per CMLV i monocits, tot i que també
podria participar en el control de la proliferacid i la migracié de les primeres [319,
320]. Aixi, diversos factors de creixement i citocines implicats en processos de
restenosi i aterosclerosi tenen la capacitat d’induir la LOX en CMLV. Per exemple, el
TGF-B1 n’incrementa |'expressio i I'activitat. | el PDGF, un potent agent mitogen
que promou l'engruiximent de la neointima en models d’angioplastia [321],
incrementa I'expressié de la LOX en CMLV [253], la qual oxida el seu receptor, el
PDGFR-B, millorant aixi la sensibilitat de les cél-lules a agents quimioatraients
[322]. El factor estimulant de colonies de granulocits i macrofags (GM-CSF), també
implicat en el remodelat vascular, indueix I'activitat lisil oxidasa en augmentar
I'expressié de la LOX i de la BMP-1 en CMLV [323]. Finalment, la generacidé de
peroxid d’hidrogen com a subproducte de l'activitat LOX promou la formacié
d’adhesions focals i de fibres d’estres en CMLV, promovent la resposta
quimiotactica [320]. La LOX, per tant, podria induir la deposicié de MEC afavorint
I’engruiximent de la neointima associat a la progressié de la placa aterosclerotica i
la restenosi [324, 325].
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Si bé no existeixen estudis que analitzin en detall el paper de la LOX en
I'aterosclerosi, si que s’ha analitzat en profunditat la seva capacitat de controlar
processos clau en la biologia de les cél-lules vasculars (com ara la proliferacié, la
migracio cel-lulars o la sintesi de matriu extracel-lular), els quals participen en
I'inici, la progressio i I'estabilitat de la lesid. Els estudis realitzats pel nostre grup en
el model porci d’hipercolesterolémia indiquen que durant els primers estadis del
procés aterosclerotic es produeix una disminucié de I'expressié de la LOX, fet que
s’observa en les aortes de porcs sotmesos a dieta hipercolesterolémica [255, 326].

En canvi, s’ha descrit un increment de LOX en models d’aterosclerosi avangada en
plaques estables i fibrotiques [324, 325]. Per altra banda, la induccié de LOX per
hipoxia en CE recolza la seva implicacié en els processos d’angiogénesi propis de
les lesions avancades. Pel que fa al possible paper de la LOX en el control de
I'estabilitat de la placa, s’ha proposat que un defecte en I'activitat LOX podria
afeblir I'estructura de la MEC i augmentar-ne el risc de ruptura [240]. En aquest
sentit, 'IFN-y, una citocina proinflamatoria associada a processos de degradacié de
la MEC i de remodelat vascular, que es troba augmentat tant en aneurismes com
en plaques aterosclerotiques que han patit processos de ruptura [327], redueix els
nivells de LOX en CMLV i és un important regulador negatiu de la biosintesi de
col-lagen [240, 328]. Aquests mecanismes poden explicar la seva contribucié a
I'aneurisma i la inestabilitzacioé de la lesié. Finalment, cal destacar que estudis en
ratolins deficients en APOE i IL-6, que presenten una alteracid del patré lipidic amb
increments en colesterol total i LDL, mostren una disminucié dels nivells d’ARNm
de LOX a nivell aortic, una reduccié del contingut de col-lagen i un increment en
I'activitat MMP-9, fets que contribueirien a la la desestructuracié de la MEC i la
inestabilitzacid de la lesid [329].

En resum, aquests estudis suggereixen que la regulacid de I'expressié de LOX
podria contribuir a l'inici, la progressié i la inestabilitzacié de la lesié.
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Tal i com s’haindicat en el punt 6.7.2.2, la LOX participa en el control de la migracié
i la proliferacié de CMLV, fenomens clau en el procés de restenosi. Per tant, es
podria especular amb la participacid de la LOX en aquest procés, sobretot si tenim
en compte que el TGF-B1 i el PDGF, inductors de I'expressiéo de LOX en CMLV, sén
factors fonamentals en el procés de restenosi [330, 331].

Nuthakki et al. (2004) mostren, en un model de restenosi induida per balé en
carotida de rata, que la induccié de la LOX precedeix al punt d’acumulacié maxima
de col-lagen i de major creixement de la neointima, i conclouen que el paper de la
LOX en el desenvolupament de processos restenotics sembla ser dependent del
temps o de I'etapa de la lesié [325].

Diversos estudis han suggerit que una reduccié en I'expressié de LOX podria estar
involucrada en la formacié d’aneurismes. Per una banda, s’han observat nivells
baixos d’expressié o d’activitat LOX en models animals d’aneurismes [110, 332-
335]. En un model d’aneurisma cerebral en rata, es va observar que el tractament
amb BAPN provocava una major formacié d’aneurismes [335]. En el mateix sentit,
la induccié d’aneurisma d’aorta abdominal (AAA) per elastasa en rates o clorur
calcic en ratolins comporta una inhibicio de I'expressié de la LOX [110, 334].
Tanmateix, s’ha descrit que la sobre-expressié local de LOX en els ratolins tractats
amb clorur calcic normalitza el diametre aortic i evita la formacié d’AAA. De fet, en
aquest model, la sobre-expressid de LOX redueix la resposta inflamatoria vascular,
disminuint la secrecié de MCP-1, la infiltracié de macrofags i I'activacié de INK, fet
que contribueix a una menor progressio de I'AAA [336].

Analogament, la reduccié de la LOX s’ha relacionat amb una pérdua d’elasticitat
vascular i amb fenomens de calcificacid, un procés que s’associa a una major
progressié de I’AAA [337]. La possible alteracio en I'estructura de la MEC associada
a la reduccié de LOX s’ha implicat també en un cas de disseccié espontania
d’artéria coronaria [338].

Tots aquests resultats evidencien la importancia de la LOX en la funcionalitat del
sistema CDV i posen de manifest la necessitat de realitzar nous estudis que
aprofundeixin en el paper d’aquest enzim en el desenvolupament de patologies
CDV.
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La Fibulina-5 (FBLN5, UP50, EVEC, DANCE) és una glicoproteina de MEC essencial
per a la formacié i manteniment de les fibres elastiques [339-343]. L'interés per la
FBLNS va sorgir el 1999, quan dos grups d’investigacio, de manera independent, la
van identificar com una proteina expressada a la vasculatura durant el desen-
volupament embrionari i en situacions patogeniques. Inicialment la batejaren com
a EVEC (Embryonic Vascular EGF-like repeat-containing protein) [340] i DANCE
(Developmental Arteries and Neural Crest EGF-like protein) [344]. Poc temps
després s’identifica com el cinqué membre de la familia de les fibulines.

En mamifers, la familia de les fibulines consta de 7 membres. Sén glicoproteines
que se secreten i s’associen a membranes basals, fibres elastiques i altres
components de MEC [345]. La familia es defineix per la preséncia de dos moduls
estructurals: el domini I, amb diverses repeticions en tandem de moduls
epidermal growth factor-like (EGF-like), i el domini lll, a I'’extrem C-terminal, amb
un modul de tipus fibulina, especific de les fibulines i les fibrilines; el domini I, en
posicié amino-terminal, és variable. La majoria dels moduls EGF-like contenen una
seqiiencia consens d’unié a calci, anomenant-se moduls epidermal growth factor-
like d’unié a calci (cbhEGF) (Fig. 8).

Les glicoproteines de la MEC poden tenir un pes molecular relativament gran, com
les laminines, la fibronectina o I'elastina, o bé més petit, les quals, més que un
paper estructural, tenen la funci6 de modular el comportament i funcions
cel-lulars. Les fibulines, que formen part d’aquest segon subgrup, reuneixen i
estabilitzen estructures de la MEC durant els processos d’organogénesi, vasculo-
génesi, fibrogenesi i tumorigénesi [346]. A més de donar suport a components de la
MEC, les fibulines poden actuar com a mediadores de la comunicacié intercel-lular i
cél-lula-matriu [347]. Les multiples funcions que poden realitzar les fibulines sén
fruit de la seva capacitat d’interaccionar i unir-se a d’altres proteines de la MEC, i
en el cas concret de la FBLN5, també a integrines de superficie cel-lular.

59



60

INTRODUCCIO

A
mE

: mmm C | Fibulina-1
m @ TTTTTITTH
o | BM90)

(et o @@ HIL L L L L L[ | Fibuiina2
OO - OO0 OIIIII—TIE== | (omcerino

| cCLASSE NI

= == e
0. (EFEMP1)
) Fibulina-4
(= S e
= Smmmm= T e
@" (EVEC, DANCE)
Fibulina-7
(@A o i)
@ Seqiéncia senyal D Motiu EGF-like @ Domini sushi . Daomini nidogen
@ ominianafilotoxing [[] Motiucbecr [7]  MotiucbeGF incomplert
. Domini factor von Willebrand E ;?gsﬁﬂi‘g;?;:‘es . Repeticié de tromboespondina de tipus |
<> Domini immunoglobulina % ¢bEGF amb insercid mmm  Modul fibulina

Figura 8. Representacio esquematica de la familia de les fibulines. Els set membres
de la familia presenten una disposicié modular similar, dividida en tres dominis: I, II i
[1I. El domini I, a I'extrem N-terminal, és variable, tant pel que fa a la llargada com als
motius. El domini II, al centre, consta de motius EGF-like. El domini III, a '’extrem C-
terminal, conté un modul de tipus fibulina. Les fibulines es classifiquen en dos subgrups
segons el domini I: la classe I, que inclou les fibulines llargues (fibulina-1, -2 i -6) i la
classe II, amb les fibulines curtes (fibulina-3, -4, -5 i -7). La fibulina-5 conté una
seqliencia RGD evolutivament conservada, mentre que la seqiiencia RGD a la fibulina-2
no esta conservada entre especies. Els parentesi indiquen els sinonims de les
corresponents fibulines. Figura adaptada de Yanagisawa et al. (2009) [348].

La FBLNS, en mamifers, té un pes molecular teoric d’uns 50 kDa. La seva glicosilacié
als microsomes déna lloc a una proteina de 64-66 kDa [340]. Forma part de la
classe Il de les fibulines, les denominades “curtes” (Fig. 8). Igual que la resta de
fibulines, la FBLN5 té un péptid senyal per a la via de secrecid i diverses repeticions
en tandem de moduls cbEGF-like.
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El motiu EGF-like és molt freqlient en proteines dirigides a vies de secrecid i esta
present en moltes proteines de MEC, com les fibrilines 1 i 2 o el nidogen. També el
trobem en reguladors de la coagulacié sanguinia com la trombomodulina, en el
receptor d’LDL (LDLR), en les proteines d’unié al TGF-B latent (LTBP), o en les
proteines involucrades en diferenciacio cel-lular Notch, Delta i Serrate [349].

Els moduls cbEGF son un subgrup del motiu EGF-like que contenen una seqliéncia
d’aminoacids particular que els permet unir-se a calci. Repeticions en tandem de
dominis cbEGF formen estructures helicoidals allargades de tipus vara que
s’estabilitzen amb ponts disulfur i s’ordenen seguint un patré caracteristic,
conferint integritat estructural a les proteines [349, 350]. Les fibulines-3, -4 i -5
contenen sis dominis cbEGF; el primer conté una insercioé rica en prolines, i el sise
és un domini divergent amb vuit cisteines. La FBLN5, pero, és I'iUnic membre de la
familia que conté un domini conservat RGD. Aquest es troba ubicat al primer
domini cbEGF (Fig. 8).

El motiu RGD és una seqiiéncia d’arginina-glicina-aspartic (RGD) evolutivament
conservada i present en la majoria de llocs de reconeixement a integrines (o531,
allbB3, i totes les integrines avpB) [351]. Les proteines de MEC amb motius RGD
transmeten senyals de l'entorn cel-lular a les cél-lules mitjancant la unié a
integrines, activant vies de senyalitzacié que promouen canvis en el citoesquelet o
en l'expressié de proteines reguladores de matriu [352-354]. La presencia d’un
domini RGD en la FBLNS la diferencia de la resta de fibulines i li confereix unes
propietats Uniques que li permeten actuar com a nexe entre les cel-lules i les
proteines estructurals de la MEC [341].

La FBLN5 és una proteina d’expressio for¢a ubiqua. A nivell vascular s’expressa en
CE, CMLV i fibroblasts [340, 344]. Durant 'embriogénesi, s’expressa abundantment
en les regions d’EMT durant el desenvolupament de les artéries (sobretot les de
gran calibre), al coixi endocardic, la cresta neural i al teixit mesenquimal [347]. En
adults, els nivells d’expressid baixen drasticament, excepte a I'Uter, que manté una
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angiogenesi ciclica. Tot i aix0, també trobem FBLNS5 en els teixits adults, principal-
ment en els que son rics en fibres elastiques com les grans artéries, el cor, el
pulmo, la pell o el colon; i també a I'ovari, el ronyd, el pancrees i els testicles. Els
nivells d’expressid en vasos adults poden augmentar significativament en resposta
a dany vascular o en I'aterosclerosi [340, 344].

La FBLN5 és una molecula multifuncional que pot exercir diversos efectes segons el
context. Aquesta versatilitat es deu en gran part a la multiplicitat dels seus lligands,
que es resumeix a la Taula 2. Aixi, segons les interaccions moleculars de la FBLN5
amb altres components de la matriu, la FBLN5 regula processos diversos com
I’elastogénesi, I'angiogenesi o I'adhesid i proliferacid cel-lulars.

Taula 2. Interaccions moleculars de la FBLN5.

Interaccié amb Lloc(s) d’unié a FBLNS Funcié6 cel-lular i/o biologica Referéncies
FBLN5 ND Desconeguda [355, 356]
Tropoelastina cbEGF Elastogenesi [355, 357]
LOXLA1 Domini C-terminal Elastogenesi [358, 359]
LOXL2, 4 Maodul de tipus fibulina Elastogéenesi [358]
Emilina-1 ND Elastogenesi [360]
LTBP-2 6° cbEGF Elastogenesi [361]
Fibrilina-1 N- i C-terminal Elastogéenesi [362, 363]
SOD3 Domini C-terminal Modulacié de I'estrés oxidatiu [364]

a5B1, a4p1 RGD Adhesio cel-lular [365]

Antagonisme de la senyalitzacio
per fibronectina

avp3, avB5s RGD Adhesio cel-lular [341]
a9p1 ND Adhesi6 cel-lular [341]
Lipoproteina(a) Domini C-terminal Desconeguda [366]

ND, no determinat.

Des de la seva identificacid el 1999 fins a I'actualitat, s’han pogut caracteritzar
alguns dels factors implicats en la regulacié de la FBLN5 (Taula 3), aixi com establir
les funcions cel-lulars que duu a terme. Tot i aix0, queden molts aspectes per
caracteritzar de la biologia de la FBLN5. De fet, gran part de les respostes
vehiculades per la FBLN5 depenen del context i del tipus cel-lular (Taula 4). Aixi,



INTRODUCCIO

segons el tipus cel-lular, els canvis fenotipics promoguts per la FBLN5S poden ser fins
i tot oposats. Els mecanismes implicats en aquest comportament diferencial de la
FBLN5 sén desconeguts.

Taula 3. Reguladors de la FBLNS.

Estimul Tipus cel-lular Efecte Referéncies
TGF-B1 Fibroblasts N expressiéo FBLN5S [367, 368]

CE
Myc Fibroblasts \ expressio FBLN5 [369, 370]
IL-1B Fibroblasts \ expressio FBLN5 [371]
Tropoelastina Fibroblasts N expressio FBLN5S [372]
Dany pulmonar Fibroblasts N expressio FBLN5S [371]
VEGF CE \ expressio FBLN5 [368]
Dany vascular CMLV N expressio FBLN5S [340, 344, 373]
Aterosclerosi CE

Taula 4. Efectes especifics de context de la FBLN5.

Tipus cel-lular Efectes Referéncies

CE M Adhesio [341, 344, 368, 374,
375]

¥ Proliferacio

Y Invasio

< Ramificacié angiogénica (sprouting)

N Expressié TIMP-1i 3

\V Expressio MMP-2 i 3

N Expressio TSP-1 > \ activitat MMP-9
CMLV N Adhesio [365, 373]

< Proliferacio

Cél-lules epitelials \ Proliferacio [367]
Cél-lules epitelials de cancer N Activitat MMP-2 [376]
e i A Activitat MMP-9
Cél-lules de cancer de pulmo \V Expressio MMP-7 [377]
Fibroblasts N Proliferacioé [367]
Fibrosarcoma N Proliferacié [367]
™ Migracio
M Invasio

Cel-lules d’estroma vaginal ¥ Activitat MMP-9 [378]
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L’elastina és la responsable de les propietats elastiques d’extensibilitat i resiliencia
de la MEC d’una gran varietat de teixits, com els vasos sanguinis de gran calibre, el
parenquima pulmonar, la pell o els lligaments elastics. La seva forma monomerica,
la tropoelastina, s’acobla per formar les fibres elastiques seguint un procés
complex i ordenat que coneixem com a elastogénesi. En els darrers anys s’han
publicat nombrosos estudis que intenten aclarir com ocorre aquest procés. Tots
coincideixen en que per a assolir una matriu elastica funcional, cal que la
tropoelastina interaccioni amb altres proteines de matriu, incloent-hi fibrilines i
fibulines. Els darrers models proposats atorguen un paper essencial a la FBLN5, aixi
com la fibulina-4, la LOX i la LOXL1.

La participacid de la FBLN5 en I’elastogenesi es va suggerir el 2002 quan, de manera
simultania, els dos grups d’investigacid que van descriure la FBLN5 el 1999
publicaren dos treballs practicament idéntics en els quals, mitjancant I'Gs de
ratolins deficients per al gen de la FBLN5, mostraven que aquesta proteina juga un
paper essencial en I'organitzacié de les fibres elastiques. El fenotip dels ratolins
FbIn5” indica un desenvolupament defectuds d’aquestes fibres [341, 343]. A nivell
vascular, aquests animals presenten aortes tortuoses i fragils i una major
ramificacid vascular a nivell sistémic. Un estudi més recent mostra que, a la dermis
d’aquests animals, I'elastina és immadura, amb un nivell molt baix d’enllacos i que
forma globuls desvinculats de les microfibrilles [339].

La tropoelastina, després de ser secretada per les cél-lules que la sintetitzen,
s’agrega amb altres molecules de tropoelastina, passant de ser una moléecula
soluble a formar agregats insolubles per un procés anomenat coacervacié [379-
382]. Aquests agregats maduren fusionant-se entre ells i donant lloc a agregats
més grans [383], els quals s’ordenen prenent com a motllo les microfibrilles,
formades principalment per fibrilina-1 i -2. Finalment, s’estabilitzen mitjancant
I'activitat enzimatica de LOX i LOXL1 [195, 211, 384, 385].

Inicialment es va pensar que la FBLN5S dirigia la correcta organitzacié de les fibres
d’elastina en unir-se simultaniament a tropoelastina, integrines i fibrilina-1 [341,
355, 362, 365, 386, 387]. No obstant, estudis més recents mostren que la interaccié
entre tropoelastina i FBLN5 no és necessaria per a la co-localitzacié d’elastina i
microfibrilles [339], i que la unié de la FBLN5 a integrines via RGD tampoc no és
necessaria per a la formacié de les fibres elastiques [378]. En canvi, la FBLN5
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sembla indispensable per a la correcta integracid de l'elastina als feixos de
microfibrilles [339].

Si bé la FBLNS5 facilita la coacervacié de tropoelastina in vitro (igual que la fibrilina-1)
[357, 358, 388], també s’ha observat que alenteix el procés de maduracié
mitjancant la inhibicid de I'ensamblatge i el creixement aberrant dels agregats
coacervats [383]. De manera que la FBLN5 (i també la FBLN4) controlaria el tamany
dels agregats de tropoelastina impedint que es fessin massa grossos, permetent
aixi una col-locacié correcta a les microfibrilles (Fig. 9) [389].

Finalment, els monomers d’elastina han d’establir enllagos entre ells per tal de
formar els polimers d’elastina, procés que inicien els enzims LOX i LOXL. Tot i que el
paper que juga la FBLN5 en aquest punt encara no s’ha aclarit del tot, sembla que
facilitaria la formacio d’enllacos creuats entre molecules de tropoelastina [342]. Per
una banda, s’ha observat que la FBLN5S interacciona amb LOXL1, LOXL2 i LOXL4; i
gue es localitza amb LOXL1 especificament en les zones d’ensamblatge de fibres
elastiques [358, 359]. Segons aix0, s’ha postulat que la FBLNS5, en unir-se tant a la
tropoelastina com a la LOXL1, estaria controlant espacialment la polimeritzacid
d’elastina [358, 359]. No obstant, per altra banda, s’ha observat que la LOXL1 es
posiciona a les fibres en formacié mitjancant el seu propeptid (tot i que es
desconeix per quin mecanisme), i que aquesta localitzacié és independent de
FBLNS [339, 390]. Tot i aixo, sembla que la FBLN5 regula I'activitat lisil oxidasa, ja
sigui directa o indirectament, ja que en la seva abséncia, el proenzim de LOXL1 no
es proteolitza i per tant, és inactiu [339].

La FBLN5, doncs, és una proteina indispensable per a la correcta formacié de les
fibres elastiques, un procés complex finament regulat per un gran nombre de
proteines de MEC. De fet, sembla que la sintesi de FBLN5 podria estar induida,
directa o indirectament, per la tropoelastina en les cél-lules elastogeniques, tal i
com apunten Tsuruga et al. (2004) [372].
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Figura 9. Model d’elastogenesi proposat per Yanagisawa et al. (2010). (A) Procés
normal de formaci6é de les fibres elastiques, comprenent els passos de coacervacio,
enllagos creuats, deposicié i organitzacid. Les fibulines-4 i -5 regulen el procés de
coacervacio a la periféeria de les cél-lules elastogeniques, amb la preséncia de formes
inactives de les proteines LOX. Les fibrilles de fibronectina ancorades a les cél-lules
serveixen de motllo per a I'assemblatge de microfibrilles, les quals serveixen de motllo
per a la deposicié de tropoelastina (TE). Les fibulines potencien l'activacié proteolitica
de les proteines LOX, les quals inicien els enllacos creuats entre agregats de
tropoelastina. Un cop polimeritzada I'elastina, és probable que les fibulines romanguin
a la periféria de les fibres elastiques. (B) Situacié hipotética sense fibulines-4 ni -5. Els
processos de coacervacié i maduraci6 no estan regulats, dificultant els enllacos creuats
entre coacervats de TE. Els complexes LOX/LOXL1-TE no es poden incorporar
correctament a les microfibrilles, i les proteines LOX no s’activen proteoliticament. El
resultat s6n nombrosos agregats de TE i una reduccié de fibres elastiques madures.
Figura adaptada de Yanagisawa et al. (2010) [389].
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A part de ser indispensable en la formacid de les fibres elastiques, la FBLN5S té la
capacitat de regular la funcionalitat de les cel-lules en funcié del context i del tipus
cel-lular.

La FBLN5 promou l'adhesié de CE i CMLV al substrat mitjancant la seva unié
simultania a integrines (com a4p1, avB3, avp5 o a9B1) i a components de la MEC.
En aquestes cel-lules, la FBLN5S inhibeix la proliferacié i la migracid, mentre que en
fibroblasts i cel-lules de fibrosarcoma indueix aquests dos ultims processos.
Sorprenentment, en cél-lules epitelials, la FBLN5 té propietats antiproliferatives,
tot i activar vies de senyalitzacio similars a les que activa en fibroblasts [341, 365,
367]. En CE, la FBLN5 promou I'adhesié mitjancant el seu domini RGD, en unir-se a
integrines avB3, avp5 i a9B1 [341, 344]. En models experimentals, s’ha observat
que, si bé la FBLN5 no afecta I'adhesié de CE en condicions estatiques, si que
incrementa l'adhesié d’aquestes cel-lules a superficies artificials en condicions
d’estres de cisalla [374].

La FBLNS regula I'adhesié de CMLV a través de les integrines a5pf1 i a4p1. L'adhesio
a la FBLN5 no comporta la formacié de fibres d’estrés ni d’adhesions focals, a
diferéncia de les CMLV que creixen en fibronectina, la qual també s’uneix a les
mateixes integrines. De fet, en presencia de FBLN5S es bloqueja I'activacié de la
integrina B1 per fibronectina, atorgant a la FBLN5 un clar paper antiproliferatiu en
CMLV i indicant que, si més no en CMLV, la FBLN5 actuaria com un antagonista
d’integrines [365, 373]. En concordanga amb aquestes observacions, cultius de
CMLV provinents de ratolins deficients per a la FBLN5 presenten unes taxes de
proliferacié i migracid més elevades que les de ratolins silvestres en resposta al
PDGF-BB [373, 391].

L'angiogeénesi és el procés pel qual es formen nous capil-lars a partir de vasos pre-
existents. En adults sans, només trobem aquest fenomen en el cicle reproductiu
femeni i en la cicatritzacio. No obstant, I'angiogénesi també participa en patologies
com l'aterosclerosi o el cancer.
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Aguest complex procés esta finament regulat, jugant-hi un paper clau el control de
la sintesi/degradacié de MEC. De fet, s’inicia amb un procés de degradacié de MEC
per tal d’assolir una matriu que permeti la proliferacid, migracio i morfogénesi de
les CE. El remodelat de la MEC també allibera factors bioldgicament actius
segrestats per la matriu i essencials en el procés de la vasculogenesi. Finalment, la
matriu torna a acoblar-se i els contactes entre cel-lula i MEC es restableixen per tal
d’estabilitzar els nous vasos acabats de formar [392-395].

Els ratolins deficients per a la FBLN5 presenten una major ramificacié a nivell
vascular i dermic [341, 343, 396]. La MEC d’aquests animals és més permissiva a
I'angiogenesi, segons un model d’invasid fibrovascular amb esponges subcutanies
[397]. In vitro, les CE en procés de tubulogenesi presenten una menor expressié de
FBLNS5. A més a més, la FBLN5 inhibeix la ramificacié angiogénica en CE, aixi com la
proliferacid i invasié d’aquestes cél-lules en matrius artificials (Matrigel) [368]. La
FBLN5, doncs, es presenta com una molecula anti-angiogeénica. Alguns estudis
suggereixen que aquesta activitat anti-angiogénica seria, si més no en part,
responsable del paper de la FBLN5 com a supressora de tumors [398].

Sembla que la FBLN5 exerceix aquests efectes anti-angiogenics regulant I'expressio
de factors pro- i anti-angiogenics per part de les CE i antagonitzant la resposta
d’aquestes cel-lules al VEGF. Aixi, en CE, la FBLN5 indueix I’expressio dels inhibidors
de MMP TIMP-1 i -3 i redueix I'expressio de les MMP-2 i -3 [368]. Tanmateix, la
FBLNS i el factor pro-angiogénic VEGF es contraresten mutuament. En CE, el VEGF
inhibeix I'expressié de FBLN5 induida per TGF-B1 [367]; mentre que la FBLN5S
redueix la resposta de les CE al VEGF, alhora que n’augmenta l'expressido de
trombospondina-1, un factor anti-angiogenic [368]. La trombospondina-1 inhibeix
I'activaci6 de MMP-9, de manera que en ser induida per la FBLN5, estaria
promovent la finalitzacié del procés angiogenic [375, 399].

Les conseqiiencies d’una “alteracid” en els nivells de FBLN5 s’observen
naturalment en I'envelliment, de forma que, en humans, la dermis presenta una
disminucié dels nivells de FBLN5 associada a I'edat [400]. S’ha observat que la
FBLNS pot ser fragmentada especificament per una serina proteasa, alliberant un
fragment amino-terminal que conté el domini RGD, de manera que la proteina
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truncada perd la capacitat d’unir-se a microfibrilles o integrines. En la pell de
ratolins, la quantitat de FBLN5 truncada augmenta amb I'edat, mentre que la de
FBLN5 integra disminueix. Per tant, la proteolisi de la FBLN5 podria estar
involucrada en la pérdua d’elasticitat de la pell propia de |‘edat [358]. A nivell
patologic, els ratolins deficients per a la FBLN5 ens donen una bona idea de com
pot afectar la manca d’aquesta proteina. Tal i com ja hem anat comentant, aquests
ratolins tenen les fibres elastiques totalment desorganitzades, fet que els provoca
pell laxa, vasos sanguinis tortuosos i molt ramificats, emfisema pulmonar i prolapse
genital; i de fet, s’"han descrit associacions entre aquestes patologies i la FBLN5 en
humans [341, 343] [348, 401]. Tanmateix, mutacions en el gen de la FBLN5 poden
donar lloc a formes alterades d’aquesta proteina o a una reduccié dels seus nivells,
ocasionant patologies com el sindrome de cutis laxa o la degeneracié macular [402-
405].

La majoria de metastasis humanes (ronyd, mama, ovari, prostata, pulmo i colon)
presenten nivells baixos o nuls de FBLN5 [367, 377]. La perdua de FBLN5 en tumors
pot ser fruit de factors que n’inhibeixen I'expressid, com Myc (el producte del
proto-oncogen c-Myc) o el VEGF [369, 370]. S’han publicat nombrosos estudis que
mostren que la FBLN5 pot actuar com a supressora de tumors. La FBLN5 pot frenar
el creixement tumoral de cel-lules epitelials en controlar la ramificacio
angiogenica, la proliferacié i la migracidé cel-lulars, i tot aixdo amb un efecte
apoptotic minim [367, 368, 398, 406]. La FBLN5 dificulta la creacié d’'una MEC
propicia a la proliferacié i migracid cel-lulars en inhibir metal-loproteases de matriu
com la MMP-7 en cél-lules de cancer de pulmé [377], o la MMP-9 en fetge i pulmd
[407]. La FBLNS senyalitza aquests efectes mitjancant la seva unié a integrines via
RGD.

Malgrat aquests estudis, també s’ha suggerit que la FBLN5 pot augmentar la
tumorigénesi: en fibroblasts i en cél-lules epitelials, la FBLN5 exerceix un efecte
sinergic amb el TGF-f1, augmentant-ne les respostes de creixement, motilitat i
invasio cel-lulars, i induint I'EMT [367, 376].

En definitiva, el paper de la FBLN5 en el cancer encara és una mica confus i, tal i
com succeeix amb altres processos regulats per la FBLN5, varia en funcié del
context i del tipus cel-lular.
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Ja hem comentat ampliament la importancia que té la FBLN5 en el
desenvolupament i manteniment dels vasos sanguinis i en la homeostasi de les
cel-lules vasculars. Les anomalies vasculars observades en els ratolins Fbin5”"
(aortes tortuoses, disteses, fragils i sense capacitat de resilieéncia, malformacions en
I'arbre vascular, vasos excessivament ramificats i pressido arterial elevada)
suggereixen la importancia d’aquesta proteina en el control del remodelat vascular
[341, 343].

Tal i com hem comentat anteriorment, I'expressié de la FBLN5 en vasos adults és
molt baixa, excepte en I'Uter i en aquells punts que, per questions
hemodinamiques, sdn més propensos a patir lesions aterosclerotiques, com per
exemple els punts de ramificacié intercostal de I'aorta toracica [408, 409].
Mitjancant I'Us de models animals susceptibles al desenvolupament d’aterosclerosi
(models murins LDLR” i LDLR” /Tg:apoB**) i models d’induccié de lesié per balé en
arteria carotida i aorta de rata, s’ha pogut observar que I'expressio de la FBLN5
s’activa fortament en les lesions vasculars. La FBLN5 també s’indueix en la
vasculatura pulmonar sotmesa a hiperoxia. Aquests increments dels nivells de la
FBLNS5 es produeixen, pero, en els darrers estadis de remodelat de MEC, coincidint
amb l'aturada de la proliferacié de CMLV [340, 344, 410]. En concordan¢ca amb
aquestes observacions, els ratolins deficients per a la FBLN5 sotmesos a lligadura
de carotida desenvolupen un remodelat vascular exagerat comparat amb els
animals normals [373]. Per tant, tenint en compte aquests resultats, i que la FBLN5
té la capacitat d’inhibir la proliferacié i la migracié de CE i CMLYV, tot indica que la
seva reactivacié en els darrers estadis de les lesions vasculars contraresta la
proliferacié de CMLV, donant a la FBLN5 un paper resolutiu i protector en aquestes
lesions.

Tanmateix, la FBLN5 podria estar modulant I'estat redox a la paret vascular a través
de la seva unié a la superoxid dismutasa extracel-lular (SOD3), la qual regula els
nivells d’ié superoxid (0,). Els ratolins deficients per a la FBLN5 mostren nivells més
elevats de O, a 'aorta respecte als ratolins silvestres, aixi com nivells superiors de
SOD3 circulants. Aquests resultats suggereixen que, en abséncia de FBLN5, la SOD3
no queda retinguda a la paret arterial, fet que explicaria I'increment de O, al teixit
vascular [364]. Finalment, en models animals d’aterosclerosi i de lesio arterial per
bald s’ha observat un fort increment de SOD3 i FBLN5 a la paret vascular [340, 344,
411], fet que podria interpretar-se com un efecte compensatori o reparador de la
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lesid. El control dels nivells de ROS per la FBLN5 es produiria a través d'un
mecanisme dependent de les integrines f1 [412].

La FBLNS5, tal i com hem vist, és una proteina multifuncional implicada en multiples
aspectes de la homeostasi vascular i intimament relacionada amb la LOX. Tot i que
des del seu descobriment s’ha avancat molt en el seu coneixement, el paper de la
FBLNS5 en el control de la funcionalitat vascular no s’ha carateritzat en profunditat.
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La Lisil Oxidasa i la Fibulina-5 sén dues proteines de matriu extracel-lular essencials
en la formacié i manteniment de les fibres elastiques. Ambdues participen en
processos fisiopatologics caracteritzats per I'alteracié de I'equilibri sintesi/
destruccié de la matriu extracel-lular i, en relacié al sistema cardiovascular, han
estat involucrades en el remodelat vascular. Estudis en models experimentals han
proporcionat indicis sobre la possible vinculacié d’aquestes proteines en el
desenvolupament d’aterosclerosi i de I'aneurisma d’aorta abdominal, si bé
existeixen molts aspectes sorprenents en la biologia d’aquestes proteines que
haurien de ser analitzats en profunditat.

Un aspecte critic en el remodelat vascular associat a la progressido de la lesié
aterosclerotica és I'aparicid de regions d’hipoxia. L'estres hipoxic és caracteristic
d’alguns processos fisiologics, pero també de patologies com el cancer, els
trastorns isquémics, la inflamacié cronica i I'aterosclerosi. Les cel-lules endotelials
son sensors primaris d’aquest estrés hipoxic, i la seva adaptacié a la hipoxia es
produeix a través d’'una complexa resposta finament regulada que afecta multiples
aspectes de la seva biologia, entre ells la supervivencia cel-lular, el control del toi la
permeabilitat vascular, el remodelat de la matriu extracel-lular i I'angiogénesi.

Si bé s’ha descrit la regulacié de LOX per hipoxia en cél-lules tumorals, poc es
coneix respecte a I'efecte de I'estrés hipoxic sobre I'expressié d’aquest enzim a la
paret vascular i, més concretament, en cél-lules endotelials. La capacitat d’aquest
enzim per controlar I'expressid génica, en base a la seva activitat en nucli, i per
regular I'activitat de factors de creixement fonamentals en I’homeostasi vascular,
com el bFGF i el PDGF, evidencia el caracter multifuncional de la LOX i indica que
aquest enzim pot regular de manera critica la funcié vascular. Respecte a la FBLNS,
si bé s’ha descrit el seu paper en el control de I'angiogénesi, no s’ha establert la
possible regulacié per hipoxia d’aquesta proteina que, a través de la seva interaccié
amb integrines, pot alterar profundament la resposta cel-lular.

En base a aquests antecedents, ens hem plantejat com a hipotesis de treball que la
LOX i la FBLN5 soén proteines clau en I'homeostasi vascular, participen en la
resposta adaptativa de les cel-lules vasculars a la hipoxia i contribueixen al
desenvolupament de patologies vasculars com I'aterosclerosi i I'aneurisma d’aorta
abdominal.
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En aquest context, ens hem plantejat els seglients objectius:

1. Analitzar els mecanismes involucrats en la regulacié de la LOX per hipoxia
en cél-lules endotelials.

2. Estudiar lI'efecte de la LOX sobre I'expressié genica de les cel-lules
vasculars.

3. Generar un animal transgenic que sobre-expressi LOX en CML com a eina
per a determinar el paper d’aquest enzim en el desenvolupament de
malalties cardiovasculars.

4. Caracteritzar els mecanismes de regulacid de la FBLN5 per hipoxia en
cél-lules endotelials i determinar el seu significat fisiopatologic.

5. ldentificar vies implicades en el desenvolupament de I'aneurisma d’aorta
abdominal i analitzar la regulacié de LOX i FBLN5 en aquesta patologia.
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Per tal d’agilitzar la lectura d’aquest apartat, les composicions de medis de cultiu i
solucions, aixi com les referéncies d’anticossos, sondes per PCR en temps real o
inhibidors, es detallen a I’Apéndix 1.

Es van recollir mostres de paret abdominal d’aorta aneurismatica de pacients amb
AAA amb elevat risc de ruptura (diametre de I'aorta > 5-5,5 cm) diagnosticats i
intervinguts al Servei de Cirurgia Vascular de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
per cirurgia oberta convencional. Com a controls, es van recollir mostres d’aorta no
aneurismatica provinents de donants d’organs, gracies a la col-laboracié del Servei
de Trasplantaments del mateix hospital. Tant els pacients com els familiars dels
donants van signar un document de consentiment informat autoritzant I’as de les
biopsies o necropsies amb finalitats cientifiques.
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Figura 11. Sistema
d’identificacio dels ratolins.
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Es van exposar a hipoxia ratolins mascles de la soca C57BL/6J (Charles River) de 2
mesos d’edat mitjangant una mescla de gas al 10% de O, balancejat amb N, (Abelld
Linde). Per tal d’estabular els animals en aquestes condicions durant el temps
necessari (24-48 h), va caldre dissenyar una gabia tenint en compte que els animals
havien de poder accedir lliurement a I'aigua i I'aliment pero no havien de poder
obstruir ni I'entrada ni la sortida de gasos (Fig. 14). Es va determinar el flux
d’entrada adequat per tal de garantir un nivell de O, constant que es controlava
mitjancant una sonda de gasos (Anagas CD98 Plus, Bacharach). Per evitar
I'acumulacié del CO, expirat pels animals, es va col-locar un absorbent de CO,
(Medisorb, GE Healthcare) dins la gabia, perd fora de I'abast dels ratolins. Durant
I’estabulacié dels animals es van comprovar els nivells de O, i CO, regularment.

Els animals es van sotmetre a hipoxia respiratoria durant 24 o 48 h. Un cop
transcorregut aquests temps d’hipoxia, els animals es van anestesiar amb ketamina
(150 mg/kg) i medetomidina (1 mg/kg) i es van sacrificar. Els organs extrets es van
congelar rapidament en nitrogen liquid i es guardaren a -80°C fins al moment
d’extreure’n ’ARN.
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Figura 14. Gabia dissenyada per a mantenir els ratolins en condicions d’hipoxia.
Les fletxes blanques indiquen el sentit d’entrada i sortida dels gasos. La punta de fletxa
groga assenyala la ubicaci6 de I'absorbent de CO».

2.4. MANIPULACIO I SUPERVISIO DELS ANIMALS

2.4.1. Manipulacié i manteniment dels animals

Els ratolins es van mantenir en cicles de 12 h llum / 12 h obscuritat a una
temperatura de 21 + 1°C. Els ratolins s’alimentaren ad libitum amb una dieta
comercial estandard (2014C Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet,
Harlan Iberica SL). La manipulacid i sacrifici dels animals es va realitzar segons les
directrius establertes per I’American Physiological Society for Animal Research. Tots
els procediments experimentals han estat aprovats pel Comité d’Etica del Centro de
Investigacion Cardiovascular, tal i com s’estipula a la llei 5/1995 del 21 de juny
aprovada per la Generalitat de Catalunya.
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El benestar dels animals es va supervisar sota els seglients parametres
estandarditzats:

A. Perdua de pes
0) Pesnormal.
1) Menor del 10%.
2) Entreun10iun 15%.
3) Consistent o rapida, superior a un 20% mantinguda durant 72 h.

B. Aspecte fisic
0) Normal.
1) Deshidratacid, aprimament. Canvis en el color de la pell.
2) Peél “no brillant” o “despentinat”. Pal-lidesa. Cianosi.
3) Encorbament. Pérdua de massa muscular (emaciacid).

C. Manifestacions cliniques
0) Cap.
1) Hipotermia.
2) Secrecions mucoses i/o sanguinolentes per qualsevol orifici. Diarrea.
3) Distensié abdominal. Volum de liquid ascitic superior al 10% del pes corporal inicial.
Respiracio dificultosa (particularment si va acompanyada de descarrega nasal i/o cianosi).

D. Alteracions en la conducta
0) Cap.
1) Incapacitat de moure’s amb normalitat.
2) Impossibilitat d’arribar al menjar/beguda. Aillament de la resta dels animals de la gabia.
3) Inconscient o comatds. Intencidé “d’amagar-se” en la viruta, manca de resposta a estimuls.

E. Ferides
0) Cap.
1) Esgarrapades.
2) Ferides que no cicatritzen.
3) Ferides ulcerades que fins i tot poden supurar.

Si es ddna la circumstancia que hi hagi més d’'un parametre amb un valor de 3, automaticament tots
els 3 passaran a 4. La puntuacié obtinguda s’interpreta tal i com s’indica a continuacio:

= De0a5 punts: Normalitat.

= De 6 a 10 punts: Possible existéncia de dolor o angustia. Cal plantejar-se I'is d’analgesia.

=  De 11 a 15 punts: Utilitzacié obligatoria d’analgesia. Cal plantejar-se el sacrifici de I'animal.
=  De 16 a 20 punts: sacrifici obligatori de I'animal.

Tots els animals van obtenir puntuacions inferiors a 5. No obstant, en les primeres
hores de recuperacié de la intervencié de lligadura de carotida, s’administraren
dosis de record d’atipamezol en casos d’hipotérmia perllongada o de dificultats de
moviment. En els experiments d’hipoxia, no es va poder controlar ni el pes ni la
temperatura corporal.
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En els nostres estudis s’han utilitzat cultius de ceél-lules vasculars. S’ha treballat amb
cél-lules endotelials de diferent origen, humanes de vena de cordd umbilical
(HUVEC), d’aorta bovina (BAEC, Clonetics) i de pulmd de ratoli (MLEC). També s’ha
treballat amb CMLV humanes i murines, aixi com amb les linies cel-lulars Hela o
HEK 293T.

Totes les cel-lules es van cultivar a 37°C i 95% d’humitat en condicions de normoxia
(21% 0O,, 5% CO,). Segons els casos, i després d’assolir un 80% de confluéncia, les
cél-lules es van mantenir en medi de quiescéncia i es van sotmetre a hipoxia (1% O,
i 5% CO,, equilibrat amb N,) a diferents temps. Per tal de mantenir un estoc de
cél-lules, aquestes es van congelar en FBS (serum fetal bovi) al 7,5% de DMSO, a
una densitat de 10° cél-lules/ml.

Els estudis amb CE es van realitzar preferentment en HUVEC. No obstant, degut a la
baixa eficiencia de transfeccio amb liposomes d’aquestes cél-lules, els estudis de
transfeccio transitoria per a I'analisi de I'activitat transcripcional es van realitzar
amb BAEC. En alguns estudis també es van fer servir MLEC.

Aguestes cel-lules es sembraren en plaques préviament tractades amb gelatina (de
tipus B de pell bovina, Sigma) a I'1% per tal de facilitar-ne I’adherencia. Les plaques
o flascons s’incubaren amb un excés de gelatina a 37°C durant un minim de 30
minuts. Després de retirar la gelatina, les plaques es rentaren 2 cops amb PBS.
Seguidament s’hi sembraren les cel-lules previament descongelades o tripsinitza-
des, amb el medi de cultiu pertinent. Les tripsinitzacions es van realitzar amb una
solucié de tripsina (0,2%) i EDTA (0,02%). Per a la majoria d’experiments es van
sembrar 10.000 cél-lules/cm?®. Tots els estudis amb CE es realitzaren entre els
passatges 3i 5.
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Els ratolins es van sacrificar per dislocacioé cervical i se’ls van extreure els pulmons.
Treballant en campana de flux laminar, s’elimina tot el teixit no pulmonar i les
zones amb molta sang. El teixit que en va restar es va disgregar, primer
mecanicament amb unes tisores, i després enzimaticament amb col-lagenasa. Els
pulmons provinents d’un ratoli s’incubaren en 10 ml de medi RPMI (Gibco) al 0,1%
de col-lagenasa A (Roche) a 37°C en agitacio durant 1 h. Seguidament, el teixit es
disgrega amb una xeringa (14G) fins assolir un homogenat, que es va filtrar amb un
filtre de 70 um de porus i es va centrifugar a 200xg durant 5 min. El precipitat es
renta amb 8 ml de medi DMEM:F12 (Fisher Bioblock) al 20% de FBS i es torna a
centrifugar. Finalment, el precipitat es resuspengué en medi complet (15 ml/teixit
provinent de 3 ratolins) i es sembra en un flascé (75 cm?) préviament gelatinitzat.
L'endema, les cél-lules es rentaren dos cops amb solucié de Hanks (HBSS, Gibco)
per tal d’eliminar-ne els leucocits i es deixaren 4 dies en medi complet.

Les MLEC s’'immuno-aillaren per selecci6 amb boles magnétiques (Dynabeads)
conjugades a un anticos per ICAM2. Per a l'aillament d’un flascé de 75 cm?
s’utilitzaren 10 ul de boles magnetiques, les quals es rentaren 3 cops amb 1 ml de
PBS al 2% de FBS amb I'ajuda d’un imant (Magnetic holder, MPC-S Dynal). A
continuaciod, es resuspengueren en 500 pul de PBS al 2% de FBS, se’ls hi afegiren 5 pg
d’anticos contra CD102 (ICAM-2) (BD Biosciences) i s'incubaren durant 2 h a 4°C en
rotacié. Les boles amb I'anticos conjugat es van rentar seguint el mateix
procediment, i es van resuspendre en PBS. Els flascons s’incubaren a 4°C durant 5
min, just abans d’afegir-hi els 250 ul de boles amb anticos, i tot plegat s’incuba a
4°C en agitacio suau durant 1 h. Passat aquest temps, les cel-lules es van rentar
amb HBSS, es van tripsinitzar i es van resuspendre en 500 ml de medi complet. Les
CE amb les boles magnétiques unides es van separar de la resta mitjancant I'imant i
columnes de separacié (Mini Macs Separation Columns, Miltenyi Biotec).
Finalment, les cél-lules es sembraren en un flascé de 25 cm?” préviament gelatinitzat
i s’hi van deixar créixer 7 dies abans de canviar-les-hi el medi. Les cél-lules es
tripsinitzaren en arribar a confluencia.
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Els ratolins es sacrificaren per dislocacid cervical i, amb I'ajuda d’una lupa
binocular, es va exposar l'aorta i es va obrir longitudinalment des de la crossa
aortica fins a les illaques. La cara luminal de I'aorta es va raspar lleument amb unes
pinces per tal d’eliminar-ne les CE. Seguidament, es va separar la capa media de
I’adventicia, es va rentar amb sérum fisiologic i se secciona en petits segments
(explants) d’aproximadament 1 mm?®. A continuacié, els explants procedents de 4
aortes s’incubaren en 7 ml de medi DMEM (Gibco) amb col-lagenasa del tipus |
(Gibco) (150 U/ml) a 37°C en agitacié durant 15 min. Els fragments digerits es
centrifugaren (2 min a 2000xg) i es sembraren en 2 ml de medi (DMEM al 20% de
FBS, 1% d’antibiotics i 1% de fungizona) en un flascé de 25 cm?. Els explants es van
deixar en el flascé durant una setmana aproximadament, temps durant el qual les
cél-lules van anar migrant dels explants i proliferant.

Les CMLVm es van tripsinitzar amb una solucié de tripsina (0,05%) i EDTA (0,02%)
(Gibco). Un cop resuspesos en medi, les cel-lules i els explants, es van deixar
reposar una estona per tal que els explants caiguessin per gravetat. El sobrenedant
amb cel-lules es va recollir i centrifugar per tal d’eliminar-ne la tripsina, obtenint el
gue anomenem passatge 1. Els explants es van tornar a resuspendre en 2 ml de
medi i es van sembrar en un flascé de 25 cm? per tal d’obtenir-ne més cél-lules.

Les CMLV humanes utilitzades en aquest estudi provenien d’aortes de pacients
trasplantats de cor a la Unitat de Transplantament Cardiac de la Divisiéd de
Cardiologia i Cirurgia Cardiaca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Les cel-lules
es van obtenir al nostre laboratori mitjancant una técnica d’explants similar a la
utilitzada per obtenir CMLVm [415]. Les cel-lules es van utilitzar fins al passatge 6.
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Segons I'estudi, s’empraren linies cel-lulars d’origen epitelial HelLa (derivades de
cancer de cérvix huma) o HEK 293T (derivades de ronyé embrionari huma), que es
cultivaren segons les especificacions de I’ATCC (American Type Culture Collection).

En aquest estudi s’han realitzat diversos clonatges amb diferents objectius, els
quals s’expliquen en els apartats dels procediments experimentals corresponents.
En aquest apartat s’exposen els trets generals de la tecnica de clonatge.

Segons el cas, aquesta es va dur terme de dues maneres:

a. Per amplificaci6 per PCR, realitzada amb oligonucleotids encebadors que
contenen dianes de restriccid. Les amplificacions es realitzaren amb la polimerasa
d’alta afinitat PfU DNA polymerase (Fermentas) per tal de minimitzar la possibilitat
d’aparicié de mutacions. Els productes amplificats es purificaren amb el QlIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) i es digeriren segons les dianes de restriccio
introduides en els oligonucleotids encebadors utilitzats per a I'amplificacié.

b. Per digestio a partir d’una construccié prévia. Els productes digerits es
separaren per electroforesi en gel d’agarosa i es purificaren amb el QIAquick Gel
extraction Kit (Qiagen).

Per tal de generar extrems cohesius on clonar els inserts, els plasmidis es van
digerir amb els enzims de restriccié pertinents, es van purificar en gel d’agarosa i
els extrems 5’ lliures generats es van defosforilar per tal de minimitzar el risc de
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relligacié del plasmidi sense incorporacié d’insert. Es va utilitzar la fosfatasa alcalina
CIAP (0,001 U per 10 pg de plasmidi; Calf Intestinal Alkaline Phosphatase,
Invitrogen).

La lligacié de l'insert en el vector d’interés es va realitzar amb la T4 DNA Ligase
(1 U/ 10 pl de reaadj Fermentas), incloent 25 -50 ng de vector i una quantitat
d’insert que, seguint una proporcid molar de insert:plasmidi de 3:1, es calcula
segons la férmula:

(ng plasmidi x kb insert) / kb vector x 3 = ng insert

Per tal d’amplificar i seleccionar les construccions generades, les lligacions es van
transformar en bacteris competents tal i com s’indica en els segilients apartats.

Aquest métode va ser descrit per Hanahan el 1985 [416]. En primer lloc es féu un
precultiu d’E. coli (soca DH5a) inoculant 10 ul d’una reserva de bacteris congelats a
-80°C en 10 ml de medi LB en un tub de 50 ml, que es va deixar en agitaci6 a 37°C
tota la nit. 'endema, s’inocularen 2 ml del precultiu saturat en 50 ml de medi SOB
a 10 mM MgSO, (en un Erlenmeyer de 250 ml), que s’incuba en agitacié orbital a
37°C fins que s’assoli una absorbancia de 0,5 a una longitud d’ona de 650 nm.
Aleshores, el cultiu es va transferir a un tub de 50 ml i es va deixar refredar de 10 a
15 min en gel. Seguidament, es centrifuga a 1000xg a 4°C durant 12 min, i el
precipitat que en va resultar es resuspengué en 16 ml de solucié RF1 i s’incuba 15
min en gel. La solucid es va centrifugar a 1000xg a 4°C durant 12 min i el precipitat
de bacteris es resuspengué en 4 ml de la solucié RF2 i s’incuba durant 15 min en
gel. Finalment, s’hi va afegir un 15% de glicerol i els bacteris es van congelar en
aliquotes de 20Ql submergint -les en N, liquid. Els bacteris, llestos per ser
transformats, es van conservar a -80°C fins al seu Us.
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Les transformacions es van realitzar per xoc térmic. Els bacteris competents es van
descongelar en gel durant uns 20 min. A continuacidé, s’hi va afegir 'ADN a
transformar (5 pl de lligacid, 1 pl de producte de mutagenesi o 1 ng de vector) i es
van incubar en gel durant 30 min. Transcorregut aquest temps, se sotmeteren a un
xoc termic de 60 seg a 42°C, seguit de 5 min en gel. Els bacteris es van recuperar
amb 800 pl de medi SOC i es van incubar a 37°C en agitacié durant 1 h.
Seguidament, es van centrifugar a temperatura ambient (1000xg, 1 min), es van
resuspendre en 100 ml de SOC i es van sembrar en LB-agar amb I'antibiotic adequat
per a la seleccié. Les plaques s’incubaren a 37°C tota la nit.

Passades unes 16 h, es va comprovar la preséncia de colonies i les plaques es van
guardar a 4°C fins el seu Us per tal d’evitar la I'aparicid de colonies satel-lits per
esgotament de I'antibiotic de seleccid. Les colonies es van picar individualment i
s’inocularen en 3 ml de medi LB amb I’antibiotic de seleccid pertinent. El precultiu
es va deixar créixer a 37°C i en agitacié tota la nit. L'endema s’utilitzaren 2 ml de
cada precultiu per fer una preparacié d’ADN plasmidic (Wizard® Plus Minipreps
DNA Purification System, Promega) i comprovar si les construccions eren correctes
mitjancant analisis de restriccid i/o amplificacié per PCR. El ml restant es reserva a
4°C.

Un cop identificats els clons correctes, a partir del precultiu reservat es va fer una
sembra en estria en LB-agar amb antibiotic. Es van deixar créixer tota la nit a 37°Ci
I’endema s’inocula una Unica colonia aillada en 5 ml de medi LB amb antibiotic, i es
va fer créixer a 37°C en agitacié durant tot el dia. A ultima hora del dia, s’inocularen
100 pl del precultiu en 100 ml de medi LB i antibiotic en un Erlenmeyer de 500 ml.
El cultiu s’incuba a 37°C en agitacié durant tota la nit. L'endema, es va recuperar 1
ml de cultiu per preparar un glicerolat (20% glicerol), que es va guardar a -80°C. La
resta es va centrifugar a 3200xg a 4°C durant 15 min i el precipitat s’utilitza per
extreure’n ADN plasmidic mitjancant el QIAfilter Plasmid Midi Endotoxin Free kit
(Qiagen). L'’ADN plasmidic obtingut es va comprovar mitjangant electroforesi,
analisi de restriccio, PCR i/o sequenciacio.
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La regulacié de l'activitat transcripcional de LOX i FBLN5 en resposta a hipoxia
s’analitza mitjancant transfeccidé transitoria en CE de vectors que contenen el
promotor d’aquests gens acoblats a luciferasa. Estudis de delecions seriades i
mutagénesi dirigida van permetre acotar les regions implicades en aquesta
resposta.

Els promotors de LOX i FBLN5 es van amplificar per PCR a partir d’ADN genomic
huma. Els parametres de reaccié de PCR s’optimitzaren segons les caracteristiques
dels oligonucleotids encebadors i la mida del fragment a amplificar. Els productes
de PCR es purificaren i es van digerir gracies a les dianes de restriccié incorporades
als oligonucleotids utilitzats per I'amplificacié. A continuacid, es van clonar en el
plasmidi reporter per a la luciferasa pGL3-Basic (Promega).

Partint d’ADN genomic, es van amplificar 1004 pb contenint un fragment del
promotor de la LOX humana (posicions -821 a +83, segons el primer codé d’inici de
traduccié ATG) i es van clonar en el vector pGL3-Basic usant les dianes de restriccid
Kpnl i Hindlll, obtenint el plasmidi pGL3/pLOX-821. A partir d’aquesta construccid

es van generar dues delecions seriades per amplificacio per PCR, obtenint les
construccions pGL3/pLOX-405 i pGL3/pLOX-132. Els oligonucleotids encebadors
usats en cada cas han estat els segilients:

Oligonucleotids encebadors per generar les construccions del promotor de LOX Dianes
Sentit pLOX-821 5-CTCATGGTACCTACACACAGAAAAAC-3’ Kpnl
Sentit pLOX-405 5-CTCATGGTACCAGGAGCTGTCCGCC-3’ Kpnl
Sentit pLOX-132 5-ACTGAGGTACCCGTGCTCCGCTCGCC-3’ Kpnl
Antisentit comu 5-GGGCTAAGCTTGGCCGGCGGCGGGAGGGG-3 Hindilll

Les dianes de restriccié es mostren subratllades.
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Seguint la mateixa metodologia que la indicada en 5.1.1, es va obtenir una
construccié per al promotor de FBLN5 a partir d’ADN genomic (pGL3/pFBLN5-1650,
posicions -1650 a +17), i dues delecions seriades a partir de la primera (pGL3/
pFBLN5-635 i pGL3/pFBLN5-329), utilitzant els seglients oligonucleotids:

Oligonucleotids encebadors per generar les construccions del promotor de FBLN5S Dianes

Sentit pFBLN5-1650  5- TTAAGGTACCCCTTTGGTTGCCCCTTACTTTATT-3’ Kpnl
Sentit pFBLN5-635 5-GAGTTCGGTACCCTTTCCTTCCGGAGGCGA-3’ Kpnl
Sentit pFBLN5-329 5-TGTAATCGGTACCAGCTGTGTCCAGACTG-3’ Kpnl
Antisentit comu 5-TAACTCGAGGTCCAAGACGCGCGAGGAGGAGATGCGAA-3*  Xhol

Les dianes de restriccié es mostren subratllades.

Les seqliencies dels diferents promotors s’analitzaren mitjancant el programa
Matinspector (Genomatix) per tal d’identificar-hi elements putatius d’unié de
factors de transcripcié a I’ADN.

La mutagenesi dirigida permet determinar la funcionalitat d’'un element de
resposta mitjancant la modificacié de la seva seqiiencia nucleotidica. Els possibles
HRE presents en els promotors de FBLN5 i LOX es van mutagenitzar per PCR
utilitzant el QuikChange™ II Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene). Els
oligonucleotids encebadors usats per mutagenitzar es van dissenyar amb I'ajuda
del programa QuikChange® Primer Design (Stratagene). Les noves sequéncies
introduides es van analitzar in silico (Matinspector) per descartar que no generessin
cap nou element.

Els elements putatius de resposta a hipoxia presents en el promotor de LOX en la
posicié -75 i en el promotor de FBLN5 en -78 es van mutagenitzar en les
construccions pGL3/pLOX-821 i pGL3/pFBLN5-329, respectivament. Les bases
nucleotidiques es van canviar segons el patré descrit per Erler et al. [219]:
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Oligonucleotids usats en les mutagénesis dirigides

LOX sentit 5-GGTTGAAGATTTCTCCTTCCCTC ttt TGATTTGAGCC CCG-3
LOX antisentit 5'- CGGGGCTCAAATCAaaaGAGGGAAGGAGAAATCTT CAACC-3
FBLNS5 sentit 5-CAGAGGAGGCCG ttt TGCCCGAGCTCCTCC-3’

FBLNS antisentit 5-GGAGGAGCTCGGGCAaaaCGGCCTCCTCTG-3

S’han subratllat els elements putatius. Les mindscules indiquen els canvis introduits.

Per tal de determinar I'activitat dels promotors de LOX i de FBLN5, es van
transfectar BAEC amb les construccions descrites anteriorment, juntament amb el
plasmidi pSVB-gal (Promega), que codifica per la B-galactosidasa, com a control
d’eficiencia de transfeccié. Segons |’experiment, les construccions reporteres es
van co-transfectar amb vectors de sobre-expressid de proteines Smad o de HIF-1a
(proveits generosament pel Dr. J. Yanagiswa [Universitat de Tsukuba, Japd] i pel Dr.
L. E. Huang [Laboratory of Human Carcinogenesis, NCI, National Institute of Health,
Bethesda, MD], respectivament), o pel vector buit corresponent (pcDNA3).

Les BAEC es van sembrar en plaques de 6 pous (120.000 cel-lules/pou), i es
transfectaren passades 24 h. Per cada pou de 6, s’incubaren 1 pg de la construca
en pGL3, 0,3 ug de pSVB-gal i, segons el cas, 1 ug de vector d’expressiper a les
proteines Smad, HIF-1ca. o el seu corresponent plasmidi buit, juntament amb 3 ul de
Lipofectin® Reagent (Invitrogen), en medi Opti-MEM® | (Gibco) sense serum ni
antibiotics. Els complexes ADN/liposoma s’incubaren amb les cél-lules durant 7 h, i
passat aquest temps el medi es va substituir per medi complet. Després de 24 h en
condicions de cultiu normals, les BAEC es mantingueren en condicions de normoxia
o hipoxia durant 18-24 h més, i es lisaren amb 250 pl de tampd de lisi RLB (Reporter
Lysis Buffer, Promega). Els lisats es van congelar en N, liquid i es van descongelar
per tal d’optimitzar-ne la lisi. L’activitat luciferasa es va detectar mitjangant el
Luciferase Assay System (Promega) i el luminometre Orion | (Berthold Detection
Systems). Els resultats es van normalitzar per I'activitat B-galactosidasa, mesurada
amb el 6-Galactosidase Enzyme Assay System (Promega).
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Es sembraren cél-lules Hela en plaques de 100 mm de diametre (1,65-10°
cél-lules/placa) i, passades 24 h, s’incubaren amb els complexes ADN/liposoma
formats amb 8 pg de plasmidi d’expressio de HIF-1a (pHIF-1a) o bé el plasmidi buit
(pcDNA3) i 32 pl de Lipofectamine™ Reagent (Invitrogen) per placa, en medi Opti-
MEME® | sense serum ni antibiotics. Passades 3 h, el medi de transfeccid es substitui
per medi complet. Les cel-lules s’utilitzaren per obtenir-ne extractes nuclears 40 h
després de la transfeccid.

Per tal d’estudiar I'efecte de la sobre-expressié de LOX en HUVEC, es va clonar
I’ADNc de la LOX humana en el vector d’expressié lentiviral pLVX-Puro, i se’n
produiren particules lentivirals mitjangant el sistema Lenti-X™ Lentiviral Expression
System (Clontech). Aquest meétode permet la integracid dels transgens al genoma
de les cel-lules infectades. Com a controls, també s’obtingueren lentivirus a partir
del vector pLVX-Puro buit o amb I’ADNc de la proteina verda fluorescent (GFP).

L'ADNc de la LOX humana es va amplificar a partir del vector pBlueScript-LOX
mitjangant els oligonucleodtids encebadors indicats a continuacid, i es va clonar en

el vector pLVX-Puro en BamHl|.

Oligonucleotids encebadors per a amplificar I’ADNc de la LOX humana Dianes
Sentit 5-CAAAAGGATCCATGCGCTTCGCCTGGACCG BamH|
Antisentit 5-GCTTGGATCCTAATACGGTGAAATTGTGCAGCC-3' BamHl

Les dianes de restriccié es mostren subratllades.

Com a cel-lules empaquetadores de particules viriques s’utilitzaren cél-lules HEK
2937, les quals es sembraren en plaques de 100 mm de diametre (4-10°
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cel-lules/placa). L'endema, les cél-lules es transfectaren amb els plasmidis pLVX
corresponents mitjancant fosfat de calci, segons les especificacions del Lenti-X™
Lentiviral Expression System (Clontech), juntament amb una mescla de plasmidis
proveida pel kit, els quals codifiquen per les proteines viriques necessaries per a la
produccié de virus. Amb aquest sistema, les cél-lules HEK 293T produeixen virus
amb capacitat infectiva perdo no replicativa, de manera que les cél-lules diana
incorporen el transgen perd no produeixen virus. Les cél-lules transfectades
s’incubaren durant 48 h, moment en qué es recolli el sobrenedant (portador de
particules viriques), es filtra per eliminar-ne les cél-lules mortes, i s’aliquota en vials
de criocongelacié per emmagatzemar a -80°C fins al seu Us.

El vector d’expressid lentiviral incorpora un gen de resisténcia a puromicina, un
antibiotic inhibidor de la sintesi proteica, que permet seleccionar les cél-lules
infectades. La concentracidé de puromicina adequada varia segons el tipus cel-lular i
cal ajustar-la per tal de seleccionar eficientment les cel-lules infectades. Amb
aquest objectiu, es tractaren HUVEC i cél-lules HeLa amb diferents concentracions
de puromicina, i es selecciona, per a cada tipus cel-lular, aquella concentracié que
va provocar la mort cel-lular massiva (70-80%) en les primeres 24-48 h, i la mort de
totes les cel-lules als 3-4 dies. Per a les HUVEC fou de 0,7 pg/ml, i per a les Hela, de

0,8 ug/ml.

També es determina la concentracié optima de polibré (bromur d’hexadimetrina),
un polimer cationic que neutralitza les carregues que provoquen la repulsié entre
virus i cel-lula i, per tant, millora I'eficiencia d’infeccié. Per a les HUVEC, es va
determinar una concentracio d’us de 8 pg/ml.

Un cop produides les particules viriques, se’n calcula la capacitat infectiva o titol
viral mitjancant la infecccid de cel-lules HeLa amb un banc de dilucié dels
sobrenedants amb virus i posterior seleccié per puromicina, tal i com s’indica al
protocol de la casa comercial. D’aquesta manera, s’obtingué un valor de cfu (colony
forming units) per a cada produccid virica, el qual s’utilitza per calcular el volum de
virus necessari per infectar cél-lules amb una MOI (multiplicity of infection)
determinada, essent la MOI el nombre de particules viriques/cél-lula.
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Les HUVEC es van sembrar en plagues de 100 mm de diametre (600.000
cel-lules/placa) i es van infectar amb els diferents lentivirus amb una MOI=15 amb
8 ug/ml de polibr, tal i com indica la casa comercial. Passades 24 h, el medi amb
virus es va substituir per medi complet, i les cél-lules s’incubaren 24 h més abans
d’afegir-hi puromicina (0,7 pug/ml). La seleccié de cél-lules infectades es va realitzar
durant una setmana, i I'eficiencia de la infeccié es va poder avaluar visualment amb
les cél-lules transduides amb pLVX-GFP (Fig. 15).

Figura 15. Imatge representativa de CMLV transduides amb el vector lentiviral
per a la GFP. Les HUVEC es van infectar durant 48 h amb el lentivirus generat a partir
del vector pLVX-GFP, i les cel-lules transduides es seleccionaren amb puromicina (0,7
pg/ml, 5 dies). Es mostren imatges del mateix camp preses amb microsepia optica ( a)
o microscopia de fluorescencia (b).

Un siRNA (small interfering RNA, o ARN d’interferéncia) és una molécula d’ARN de
20 a 25 nucleotids dissenyada per a bloquejar especificament ’ARNm d’un gen en
concret, interferint aixi en la seva expressio. Els siRNA, dirigits contra HIF-1a, HIF-
200 0 FBLN5, o bé els seus controls corresponents (amb seqiliéncies a I'atzar,
siRAND), es van introduir en les HUVEC mitjanc¢ant electroporacio (o nucleofeccid)
utilitzant I'equip Nucleofector™ d’Amaxa i el ’Amaxa® HUVEC Nucleofector® Kit
(Lonza), segons les indicacions de la casa comercial. Cada electroporacié es dugué a
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terme amb 1-10° cél-lules i Jug de siRNA mitjaant el programa U  -001 del
Nucleofector™. Just després de I’electroporacio, les cél-lules es van resuspendre en
1,5 ml de medi temperat i es van repartir en 3 pous de plaques de 6
(aproximadament 330.000 cél-lules/pou) que contenien 1,5 ml de medi de cultiu.
Passades 24 h, les cél-lules es van incubar en condicions d’hipoxia o es van
mantenir en normoxia. El bloqueig de I'expressié génica es va comprovar per PCR
en temps real o Western blot.

En la majoria dels casos, 'ARN de cél-lules es va extreure amb el reactiu
Ultraspec™ (Biotecx) seguint el seu protocol. Aquesta técnica estd basada en el
meétode de Chomczynski [417], el qual, mitjancant I’Us de sals de guanidina, urea,
fenols i cloroform, separa ’ARN en un medi aquds, deixant ’ADN i les proteines en
una fase organica.

Les cél-lules crescudes en monocapa es van lisar amb Ultraspec”™ (500 pl/10 cm?) i
es recolliren amb I'ajuda d’un raspador. Les mostres de teixit (100 mg com a
maxim) es van triturar en N, liquid en un morter de porcellana fins aconseguir un
pols fi, al qual se li afegi 1 ml d’Ultraspec™ i s’homogeneitza amb I'ajuda d’un
politr6. Ambdds tipus de lisats es congelaren a -80°C i es descongelaren per
facilitar-ne la lisi. El protocol es continua segons les especificacions del fabricant.

Alguns procediments experimentals, com els estudis de microarrays, van requerir la
utilitzacié d’'un ARN més pur que I'obtingut amb Ultraspec™. Amb aquest proposit,
es va utilitzar I'RNeasy Mini kit (Qiagen). Aquest sistema es basa en columnes
d’afinitat que retenen I’ARN en una membrana de silice mitjancant tampons amb
etanol i concentracions de sal elevades. Per a les mostres de teixit humanes que
s’havien d’analitzar per microarrays, |'extraccié d’ARN es va realitzar amb
Ultraspec™ tal i com hem comentat anteriorment, i el producte final es va purificar
utilitzant aquestes columnes. El sistema RNeasy Mini kit també es va utilitzar per
als estudis de cél-lules transfectades amb siRNA, ja que aquest sistema elimina
molecules d’ARN de baix pes molecular com els siRNA, els quals interfereixen en
I"'amplificacidé per PCR en temps real.
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Finalment, I’ARN obtingut, resuspés en aigua lliure de RNases, es va mantenir en
gel per al seu Us immediat o es va guardar a -80°C.

L’ARN es va quantificar segons I'absorbancia a 260 nm (1 U.A. = 40ug ARN), llegida
en un espectrofotometre (NanoDrop, Thermo Scientific). La puresa de I’ARN ve
determinada pel quocient 260/280, que per ser optim ha de tenir un valor d’entre
1,8 i 2. Per tal d’avaluar la integritat de ’ARN es van realitzar electroforesis en gels
d’agarosa a I'1,2% en tampd MOPS i en condicions desnaturalitzants i lliures
d’RNases. Les mostres s’escalfaren a 65°C durant 10 min en tampd de carrega amb
bromur d’etidi (500 ng d’ARN + 3 pl de tampd de carrega + H,0 q.s.p. 6 pl) i es van
migrar durant 1 h a 60 V abans d’examinar-les amb llum UV. L'estat de I'’ARN es va
estimar segons la integritat de les bandes corresponents als ARNr 18S i 28S.

Per a les mostres que s’havien d’utilitzar en estudis per microarrays, la qualitat de
I’ARN es va comprovar utilitzant la plataforma 2100 Bioanalyzer i I'RNA 6000 Nano
kit d’Agilent, els quals permeten una determinacido més precisa de la qualitat de
I’ARN mitjangant el calcul del RIN (RNA Integrity Number). Aquest index té en
compte la integritat dels ARNr 18S i 28S i, a més a més, la quantitat de producte
degradat. Per a la realitzacié de microarrays, es considera que les mostres han de
tenir un RIN minim de 8, essent la maxima puntuacié un 10.

La quantificacio relativa dels nivells d’ARNm dels gens d’interes es va realitzar per
RT-PCR en temps real.

L’ARNm es va retro-transcriure a ADN de cadena senzilla complementaria (ADNc)
utilitzant el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).
Aguest metode utilitza seqliéncies aleatories com a oligonucleotids encebadors
(random primers) i la transcriptasa reversa Multiscribe™. Les reaccions es van
realitzar a partir de 500 ng d’ARN en un volum total de 10 ul de reaccid, seguint les
instruccions de la casa comercial. L'ADNc s’emmagatzema a -20°C fins a
I'amplificacié per PCR en temps real, que es va realitzar mitjancant el sistema
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TagMan® Gene Expression Assay i 'equip de deteccié ABIPRISM 7000 o 7900HT
(Applied Biosystems). Aquest metode permet mesurar a temps real I'amplificacié
de productes mitjancant un sistema de dos oligonucleotids encebadors i una sonda
especifica per a la seqliéncia diana. La sonda té un fluorocrom en el seu extrem 3’ i
una molécula inhibidora o quencher en 5’ que, per proximitat, bloqueja I'emissid de
fluorescéncia de la primera. La sonda hibrida a la part central de I'amplico, pero no
emet fluorescéncia fins que la polimerasa topa amb ella i I'hidrolitza. D’aquesta
manera es detecta I'amplificacié d’un determinat producte amb una elevada
especificitat. A I’Apéndix 1 s’inclou un llistat de les sondes TagMan utilitzades. Les
condicions de PCR van ser les seglients:

Mescla de reaccié per a la PCR en temps real Cicles
(Tagman)

ADNCc diluit 1/0 8,8 ul 50°C 2 min
Master Mix 11 ul 96°C 10 min
Sonda 0,88 pl 95°C 15 seg
x 40
H,0 lliure de nucleases 1,32 pl 60°C 1 min
TOTAL 22 i

En el cas de la quantificacié dels nivells d’ARNm de I'eritropoietina (EPO) de ratoli
(veure I'apartat de Resultats 1.9), aquesta es va realitzar per PCR en temps real
amb SYBR-Green i oligonucleotids especifics (Apéndix 1). El SYBR-Green és un agent
intercalant que s’insereix a la doble helix d’ADN i s’acobla energeticament als acids
nucleics que el formen, de manera que s’incrementa notablement la seva taxa
d’emissid fluorescent. El complex resultant presenta un pic d’absorcié a 498 nm i
un pic d’emissié a 522 nm. S'utilitza el Quantifast™ SYBR® Green PCR kit (Qiagen) i
I'equip de deteccié ABIPRISM 7900HT (Applied Biosystems). Les condicions de la
PCR s’indiguen a continuacio:

Mescla de reaccio per a la PCR en temps real Cicles:
(SYBR-Green)

ADN 8,8 pl 95°C 10 min
FastStart Universal 11 pl 95°C 10 seg 40
X
Oligonucledtids encebadors, 0,66 pl 60°C 30 seg
20 uM cadascun 95°C 15 seg
H.O lliure de nucleases 1,54 pl 60°C 15 seg C,‘”ba ‘de. |
dissociacioé
TOTAL 22 l 95°C 15 seg
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Per cada 22 pl de reaccid es realitzaren dues repliques de lecturalde 10
cadascuna, que es sembraren en plaques de 384 pous. Els resultats es van
normalitzar per I'expressié del gen endogen mitjangant una recta patrd preparada

amb dilucions seriades d’ADNc, o segons el metode de 27hact

Els dos estudis per microarrays que es presenten en aquest treball s’"han dut a
terme utilitzant plataformes diferents. El motiu no és altre que el sistema de que
disposavem inicialment d’Applied Biosystems va ser retirat del mercat, per la qual
cosa el vam haver de substituir pel sistema GeneChip® Microarrays d’Affymetrix. El
funcionament de cadascuna de les plataformes es resumeix a continuacio:

Els microarrays d’Applied Biosystems utilitzaven un sistema de quimio-
luminescencia d’alta sensibilitat. Es van fer servir els Human Genome Survey
Microarray V2.0, els quals contenien 32.878 sondes que reconeixen més de 29.000
gens. La captacido de quimioluminiscencia es va realitzar a Il'equip 1700
Chemiluminiscent Microarray Analyzer. Es va seguir el protocol d’amplificacid,
marcatge, hibridacio i deteccié d’ARN de la casa comercial, les bases del qual es
resumeixen a continuacio:

1. Conversi6 d’ARNm a ARNc marcat amb digoxigenina. Es va partir d'1l pg
d’ARN purificat per columna d’afinitat (Qiagen) amb un RIN superior a 8 i es va
retro-transcriure a ADNc. Aquest es purifica per columnes d’afinitat i s’utilitza
integrament per a la reaccid de transcripci6 de 'ADNc a ARNc. Els uracils
trifosfat utilitzats en aquesta reaccié portaven una molécula de digoxigenina
incorporada (DIG-UTP), de manera que es va obtenir ARNc marcat amb
digoxigenina, el qual es purifica per columnes d’afinitat i es quantifica per
NanoDrop.

2. Hibridacié de ’'ARNc marcat i deteccié. L'ARNc marcat es va fragmentar i
s’'incuba als microarrays juntament amb controls d’hibridacié proporcionats
pel sistema. Un cop hibridats, els microarrays es van incubar amb un anticos
anti-digoxigenina acoblat a una fosfatasa alcalina, en preséncia de la qual, en
afegir-hi el substrat adequat, emet quimioluminescéncia, que es va captar
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mitjangcant I'equip 1700 Chemiluminiscent Microarray Analyzer. L'analisi es va
realitzar amb el programa Expression Array System Software (Applied
Biosystems).

Un cop feta la lectura del microarray, es comprovaren els diferents controls de
qualitat per assegurar el bon funcionament de la tecnica mitjangant el programa
Expression Array System Software. Primer, s’avalua la qualitat total de la imatge
(alineacid dels punts, intensitat). A continuacid, s’analitzen els diferents controls de
qualitat incorporats a cada pas del procés. Com que no es va detectar cap errada
en el processament dels microarrays, es va procedir a realitzar I'analisi d’expressio
diferencial. Les dades resultants es van exportar per tal de realitzar una analisi més
exhaustiva mitjancant el programa Spotfire® Decision Site (TIBCO). Aquesta eina va
permetre analitzar detalladament els controls de qualitat interns i filtrar les
mostres que no complien els requisits minims (com per exemple aquelles amb
errors de lectura o amb una intensitat massa feble). També es va comprovar el
nivell de correlacié entre microarrays. A continuacio, les dades es normalitzaren pel
meétode “Quantile”, que és el més utilitzat per a la normalitzacié de microarrays
[418]. Les dades normalitzades es van analitzar mitjangant I'algoritme parametric
LIMMA (Linear Models for Microarray Data) [419]. La probabilitat d’obtenir falsos
positius es va calcular aplicant el procediment de Benjamini & Hochberg per a
I'obtencié de I'FDR (false discovery rate) [420, 421]. D’aquesta manera, es va
generar una llista de gens diferencialment expressats entre dos grups de mostres
amb un valor de “Fold Change” (vegades d’induccié o d’inhibicid) i un valor de FDR.
Les dades generades s’analitzaren aplicant una combinacié de filtres més o menys
restrictius sobre aquests dos parametres. Els gens que van passar els filtres
s’analitzaren amb I'eina “Gene Expression Data Analysis” (Panther, Protein Analysis
Through Evolutionary Relationships, www.pantherdb.org) per tal de trobar-hi un
significat biologic. Finalment, els resultats obtinguts es van verificar per PCR en
temps real.

El sistema d’Affymetrix es basa en I'amplificacidé de molecules d’ADN sentit
biotinilades, les qual hibriden amb xips que contenen un set de sondes diferents
per a cada transcrit. S'utilitzaren els GeneChip® Gene 1.0 ST Array, els quals
reconeixen 28.869 gens mitjangant unes 26 sondes distribuides al llarg de cada
transcrit. A continuacidé es resumeix el protocol d’obtencié de 'ADN fragmentat i
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marcat, a partir de I’ARN, mitjancant el GeneChip ® WholeTranscript (WT) Sense
Target Labbeling Assay:

1. Sintesi d’ADNc de doble cadena. Es va partir de 300 ng d’ARN amb valors de
RIN d’entre 9,5 i 10. Primer es va retrotranscriure I’ARN a ADNCc, i després es
realitza la sintesi de la cadena complementaria d’aquest mitjancant hexamers
de seqliéncia aleatoria que incorporen la seqiiencia del promotor T7, obtenint
ADN de coble cadena.

2. Transcripcio: sintesi d’ARNc. La doble cadena d’ADNc s’utilitza com a motllo
per a la T7 ARN polimerasa, produint multiples copies d’ARNc antisentit.
Aquest es va purificar mitjangant columnes d’afinitat i es quantifica per
NanoDrop.

3. Sintesi d’ADNCc sentit. A partir de 10 pug d’ARNc, es va retro-transcriure I’ADNc
sentit mitjancant hexamers random i incorporant dUTP. Després d’hidrolitzar
I’ARNc amb RNasa H, 'ADNc es va purificar per columnes d’afinitat i es va
quantificar per NanoDrop.

4. Fragmentacio de ’ADNc marcatge i hibridacié. L’ADNc es va incubar amb una
combinacié d’uracil ADN glicosilasa i d’endonucleasa 1 apurinica/apirimidi-
mica, que reconeix especificament els residus dUTP, trencant les cadenes
d’ADN. A continuacid, 'ADNc fragmentat es va marcar amb biotina mitjangant
la deoxinucleotidil transferasa terminal i es va hibridar en els microarrays, els
quals, després de tenyir-se amb estreptavidina, es van escanejar mitjancant el
GeneChip® Scanner 3000 7G.

Els resultats es van analitzar amb el programa Partek Genomics Suite (Partek Inc).
La sumaritzacio i normalitzacié de les dades es va realitzar utilitzant com a métode
estadistic I’ANOVA modificat (Partek Inc). Els p-valors obtinguts de les compara-
cions es van ajustar mitjancant el métode de Benjamini & Hochberg per tal de
corregir l'efecte dels multiples contrasts, obtenint el valor de FDR. Els gens
diferencialment expressats entre condicions es van obtenir per filtracié segons
I'FDR i el Fold Change. A continuacid, els resultats es van analitzar a nivell funcional
mitjangant el mateix programa i la base de dades Gene Ontology (GO).
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Les cel-lules cultivades en monocapa es van rentar 2 cops amb PBS i es van lisar
amb tampé de lisi bullint (80-100 pl/pou 10 cm?) amb I'ajuda d’un raspador [422].
El lisat es va congelar a -80°C, es descongela per optimitzar-ne la lisi, i es disgrega
mecanicament amb I'ajuda d’una xeringa d’insulina. La concentracié proteica
s’avalua segons el metode de I'acid bicinconinic (BCA) [423] amb el BCA Protein
Assay™ (Pierce). Els extractes proteics es van conservar a -20°C fins a la seva
utilitzacio.

Les cel-lules es van cultivar en medi lliure de serum en les condicions indicades.
Passat els temps corresponents, es va recollir el sobrenedant (5 ml), i es va
concentrar en PBS mitjangant columnes d’exclusié (Amicon Ultra, Millipore), les
quals van descartar les proteines amb un pes molecular inferior a 10 kDa. Aquestes
columnes permeten concentrar la mostra i realitzar un canvi de tampé en passar-hi
un volum total de PBS equivalent a 5 vegades el volum inicial de sobrenedant
cel-lular mitjanant centrifugacions successives. Els sobrenedants es van concentrar
fins a un volum d’uns 250 pl. L’extracte proteic es va quantificar segons el netode
del BCA.

Els teixits congelats es trituraren en N, liquid amb un morter de porcellana fins
aconseguir-ne un pols fi, que es va recollir en un tub de centrifuga de 2 ml i s’hi va
afegir 1 ml de tampd de lisi (amb inhibidors de proteases) per cada 100 mg de
teixit. La mescla s’"homogeneitza en gel amb I'ajuda d’un politrd, es congela a -80°C,
es descongela i es centrifuga a maxima poténcia durant 5 min a 4°C. El sobrenedant
es va recuperar, i la concentracié de proteines solubles es quantifica per BCA.

105



106

MATERIAL I METODES

L'obtencié d’extractes nuclears de cel-lules Hela es va dur a terme mitjancant el
NucBuster Protein Extraction kit (Novagen). Les cél-lules es van sembrar en plaques
de Petri de 100 mm de diametre (1,2:10° cél-lules/placa) i es sotmeteren als
tractaments corresponents. Les plaques es van col-locar sobre gel i les cél-lules es
van rentar dos cops amb PBS fred. A continuacid, es van recollir en 1,5 ml de PBS
fred (2 cops) amb I'ajuda d’un raspador, i es va comencar el protocol d’extraccié de
nuclis segons les instruccions del NucBuster™ Protein Extraction kit (Novagen).
Aguest metode es basa en dues lisis successives mitjancant dos tampons
d’extraccié: amb el primer s’eliminen els components citoplasmatics i amb el segon
s’obtenen els extractes nuclears. Abans d’afegir el segon tampd, es va observar al
microscopi una aliquota de cada mostra per comprovar que la lisi cel-lular fos
completa i els nuclis integres. Tot el procés es va realitzar en preséncia d’inhibidors
de proteases. Els extractes nuclears es van aliquotar per evitar cicles repetitius de
congelacié-descongelacid que podrien promoure la degradacié proteica, es van
congelar en N, liquid i es van guardar a -80°C fins a la seva utilitzacio. Els extractes
es quantificaren segons el metode del BCA.

Els extractes proteics es van bullir durant 5 min en tampd Laemli i es van separar
per electroforesi en gel de poliacrilamida amb dodecil sulfat sodic (SDS-PAGE) (gels
al 10% d’acrilamida:bisacrilamida 37,5:1) en condicions reductores. Les proteines
es van transferir a membranes de fluorur de polivinidé (Immobilon-P, porus de 0,45
um; Millipore) en tampé de transferéencia amb metanol, a 200 mA durant 90 min a
4°C. Les membranes es van tenyir amb roig Ponceau per tal de comprovar-ne la
correcta migracid i transferencia; tot seguit, I'excés de colorant es va rentar amb
aigua destil-lada. A continuacid, les membranes es van saturar durant 1 h amb una
solucié al 5% de llet sense greixos en TBS-Tween 0,05%, i s’incubaren amb els
anticossos primaris pertinents durant 1 h a temperatura ambient i en agitacid suau.
Després de la incubaciéo amb I'anticos primari, es van fer 2 rentats amb TBS-Tween
0,05% (2 cops, 5 min), seguits de 2 rentats més amb TBS (2 cops, 5 min) a
temperatura ambient i en agitacié. La unié de I'anticos primari a la proteina
d’interes es detecta mitjancant I'addicié d’un anticos secundari que reconeix les
IgG de I'espécie animal on es genera I'anticos primari. Aquest anticos secundari
esta unit a peroxidasa de rave (HRP, horseradish peroxidase), de manera que en
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I™ West Dura, Pierce), emet quimio-

afegir el substrat adequat (SuperSigna
luminiscéncia, la qual es va detectar mitjancant pel-licules autoradiografiques
CURIX RP2 PLUS (Agfa), revelades per procediments fotografics estandards. Es va
verificar que la carrega de proteina fos homogenia mitjancant la determinacié dels
nivells de B-actina (Clon AC15, Sigma) o nucleolina (ab22758, Abcam), en el cas dels

extractes nuclears.

Les HUVEC o les BAEC es van sembrar a una densitat de 2-10* cél-lules/pou, en un
volum de 90 pl, en plagues amb fons de vidre de 12 mm de diametre i 0,17 mm de
gruix (Willco Wells B.V.) previament gelatinitzades. Pel que fa als experiments de
silenciament de FBLN5, les HUVEC es van nucleofectar tal i com s’ha explicat
anteriorment, i es van sembrar a una densitat de 6-10° cel-lules/placa. Un cop
adherides (passades 1-3 h), s’hi varen afegir 1,5 ml de medi. Per tal de caracteritzar
I’expressio de la LOX i de la FBLNS5, les cél-lules es van deixar 18 h en medi complet i
després es van incubar durant 24 h o 48 h més en medi de quiescéncia en
condicions de normoxia o hipoxia. A continuacid, les cel-lules es rentaren
rapidament amb PBS (2 cops), i es fixaren amb paraformaldehid al 4% durant 15
min a temperatura ambient. Seguidament es van rentar amb PBS (5 min, 2 cops) i
es van permeabilitzar per tal d’analitzar la localitzacié intracel-lular de la proteina
amb una solucié de PBS-Tween 0,5% al 0,1% de BSA, que es va deixar actuar durant
30 min a temperatura ambient. La permeabilitzacié es va ometre quan es va voler
caracteritzar la localitzacid extracel-lular de la FBLN5. A continuacio, les
preparacions s’incubaren amb solucié de bloqueig (PBS al 0,1% de BSA) (15-30 min,

2 cops). Tot seguit, es van incubar amb Image-IT" FX Signal Enhancer (Invitrogen)
durant 30 min. Després de dos rentats amb PBS, s’hi van afegir els anticossos

primaris (veure

Taula 6) en solucié de bloqueig, i es van incubar durant 1 h a temperatura ambient.
Les preparacions es van rentar amb PBS (5 min, 2 cops) i se’ls afegi una mescla amb
I’anticos secundari (veure Taula 5), colorant de Hoechst (1:1000; 33342, Molecular
Probes) i, en les cél-lules permeabilitzades, fal-loidina (1:40; Alexa Fluor 633,
Molecular Probes), tot plegat protegit de la llum. Després d’1 h d’incubacié, les
plaques es van rentar amb PBS (2 cops) i es van muntar amb medi ProLong® gold
antifade reagent (Molecular Probes).
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Taula 5. Anticossos utilitzats en immunocitoquimica.

Antigen | Anticos primari  Dilucio Anticos secundari Dilucio
LOX ab31238 1:1000 Anti-lgG de conill fet en cabra Alexa Fluor 488  1:1000
FBLN5 ab36611 1:2000 Anti-lgG de ratoli fet en ase Alexa Fluor 488 1:1000

El métode de valoracié de l'activitat lisil oxidasa es basa en la mesura de la
produccié de H,0, en preséncia o abséncia de BAPBl ( -aminopropionitril), un
inhibidor especific de la LOX.

Les BAEC es van mantenir en medi M199 (Gibco) sense roig fenol, antibiotics,
glutamina ni FBS en condicions de normoxia o hipoxia durant els temps indicats. Els
sobrenedants es van recollir i es van centrifugar per eliminar-ne les cel-lules
mortes. Es va preparar una mescla amb 200 pl de sobrenedant i 50 pl de tamp de
reaccié (borat 50 mM, urea 1,2 M; pH 8,2). En paral-lel, es van preparar les
mateixes reaccions en preséncia de BAPN (500 uM). A continuacié s’hi van afegir 5
pl d’una mescla de cadaverina (1,2-diaminopenta; Sigma), HRP i Amplex red
(Amplex Red Monoamine Oxidase Assay kit; Molecular Probes), a de 10 mM, 1 U/ml
i 10 uM, respectivament (concentracions finals). Aquesta mescla es va afegir en
tots els tubs a la vegada (es va desar a la paret dels tubs i es van vortejar tots
alhora). Tot seguit, les mostres es van incubar durant 30 min a 37°C en agitacié i
protegides de la llum, i la reaccié es va parar en gel. Es va transferir una aliquota de
25 ul de cada mostra a una placa de 96 pous blanca amb el fons pla i, mitjangant un
espectrofluorimetre (SpectraMax Gemini EM, Molecular Devices), es va determinar
I’emissié de fluorescéncia a una longitud d’ona d’excitacié de 563 nm i d’emissié de
587 nm. L'activitat lisil oxidasa és la diferéncia entre la intensitat de la fluorescencia
de les mostres incubades sense i amb BAPN i s’expressa en tant per cent respecte a
la condicid control (normoxia).
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S’obtingueren CML d’aorta de ratolins Tg-LOX™M" de les 3 families (W, X i 2) i de
ratolins control, de 2 mesos d’edat, tal i com es detalla a I'apartat 3.2.1. Les
CMLVm, en passatge 2, es van sembrar a raé de 50.000 cél-lules/pou en placa de 6.
Passats 7 dies, se’ls canvia el medi, que es va recollir passats 3 dies. Els
sobrenedants es van centrifugar per tal d’extreure’n les cel-lules mortes i es van
concentrar 4 vegades mitjancant columnes d’exclusié (Amicon Ultra, 10 kDa;
Millipore). Es varen pre-incubar 150 pl de col-lagen de tipus 1 (BD Biosciences)
durant 40 min a 37°C en plaques amb fons de vidre (Willco Wells B.V.). Tot seguit
s’hi van afegir 400 pl del medi de cultiu concentrat i tot plegat es va mantenir en
I'incubador a 37°C durant 24 h més. Passat aquest temps, les preparacions es van
observar per microscopia de reflexid en un microscopi confocal, i les fibres de
col-lagen es van captar realitzant seccions en Z.

Quan les cél-lules devenen apoptotiques, la membrana plasmatica perd la seva
integritat, de manera que la fosfatidilserina queda exposada a I’exterior. L’annexina
V és una proteina que presenta una elevada afinitat per a la fosfatidilserina, i que
en conjugar-se a fluorocroms, com ara el FITC, serveix com a indicador d’apoptosi.
En aquest estudi es va utilitzar el FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD
Pharmigen).

Per tal d’analitzar la implicacié de la FBLN5S en la supervivencia a la hipoxia, la seva
expressid es va bloquejar en célllules HUVEC nucleofectades amb un siRNA
especific (veure apartat 7). L'endema, el medi complet es va canviar per medi de
guiescéncia, i les cél-lules es van mantenir en condicions de normoxia o hipoxia
durant 16 h. Passat aquest temps, les cel-lules es van tripsinitzar i es van incubar
amb annexina V conjugada a FITC i iodur de propidi (Pl) segons les instruccions de
la casa comercial. El Pl s'uneix a I’ADN, indicant mort cel-lular (tant apoptosi com
necrosi). La unié de les cel-lules a annexina V i la tincié amb Pl es va analitzar per
FACS (Fluorescence-activated cell sorting) en un citometre de flux EPICS® XL™. Es
va quantificar el nombre de cel-lules en estadis primerencs d’apoptosi, és a dir, les
positives per a annexina V i negatives per a PI.
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Aguesta técnica permet analitzar la capacitat d’unié de proteines nuclears a una
sequencia d’ADN. La técnica es basa en la separacio electroforetica dels complexes
de proteina i ADN, els quals presenten una menor mobilitat que la de la sonda
d’ADN lliure.

Es van sembrar cél-lules Hela en plaques de Petri de 100 mm de diametre (1,2-10°
cél-lules/placa) i, passats 2 dies, es van sotmetre a hipoxia durant 24 h.
Alternativament, es va a sobre-expressar HIF-1a per transfeccid. Es van sembrar
1,65-10° cel-lules/placa, que es van transfectar segons s’indica a 6.1 amb un vector
d’expressio especific, i es mantenir en cultiu durant 48 h. Els extractes nuclears de
les dues aproximacions es van obtenir tal i com s’indica a I'apartat 9.1.4.

Les sondes d’ADN de doble cadena es van generar a partir de dos oligonucleotids
complementaris. Se’n van preparar dues: una amb I'HRE nadiu present en el
promotor de la FBLN5 (posicions -78 a -74, FBLN5 HRE) i I'altra amb tres bases del
mateix HRE mutagenitzades (FBLN5 mut-HRE). Les seqiiéncies 5’3’ es mostren a
continuacio:

Sondes utilitzades per a 'TEMSA

FBLN5 HRE 5-GAGGAGGCCGACGTGCCCGAGCTCC-3
FBLNS mut-HRE 5-GAGGAGGCCGITTTGCCCGAGCTCC-3’

S’han subratllat els elements HRE nadiu i mutagenitzat.

Les dues cadenes complementaries de cada sonda es van hibridar bullint 1Qug de
cada oligonucleotid en tampd TE amb NaCl 150 mM durant 5 min, i deixant-les
refredar progressivament. La formacid correcta de la doble cadena es va
comprovar en gel de poliacrilamida al 20%. Les bandes corresponents a les sondes
hibridades es van retallar i es van eluir en tampd d’elucié (acetat d’amoni 0,5 M,
SDS 0,1%, EDTA 1 mM) durant 16 h a 37°C en agitacid. Les sondes es van marcar
radioactivament amb [y->’P]-ATP mitjancant T4 polinucleotid cinasa (Roche) i es
van purificar per columna de Sephadex G-50 (GE Healthcare). La radioactivitat
incorporada es va estimar per contatge amb liquid de centelleig (Biogreen) en un
comptador (Beckman Coulter LS 6500).
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Els assajos d’EMSA es van realitzar mitjangant I'EMSA Accessory Kit (Novagen). Les
proteines nuclears es van incubar durant 15 min en gel amb 0,01 U de poly-d [I-C] i
500 ng d’ADN d’esperma de salmé sonicat en HEPES 20 mM (pH 8), EDTA 0,2 mM,
KCI 100 mM, 20% de glicerol i 0,5 mM de DTT. Per confirmar la identitat del factor
de transcripcio responsable del patré de retard, s’hi van afegir 2ug d’anticos anti -
HIF-1a (ab16066; Abcam), i es van incubar en gel durant 15 min més. A aquesta
mescla s’hi van afegir aproximadament 40.000 cpm de la sonda marcada
radioactivament i es va incubar en gel durant 30 min en un volum total de 20 pl. Els
complexes ADN-proteina es van separar per electroforesi a 4°C en un gel de
poliacrilamida al 5% en TBE 0,5 X, préviament pre-corregut durant 1 ha 100 Vi a
4°C per tal d’estabilitzar el voltatge. L'electroforesi es va desenvolupar a 190 V
durant aproximadament 2 h a 4°C. A continuacid, el gel es va transferir a paper
Whatman de 3 mm, es va assecar i es va exposar a una pantalla sensible als rajos B
(Storage Phosphor Screen, GE Healthcare Life Sciences), la qual es va escanejar
mitjangant el Molecular Dynamics Typhoon Phosphorimager (GE Healthcare Life
Sciences). Les imatges resultants s’analitzaren mitjancant el programa
ImageQuant™.

Aguest metode permet analitzar la unié de determinats factors de transcripcid a un
element de resposta en condicions in vivo. Per tal d’avaluar la unié de HIF-1a a
I’'HRE del promotor de la FBLNS5, es va fer servir I’ExactaChlP™ Human/Mouse HIF-
la Chromatin Immunoprecipitation Kit (R&D Systems).

Es van sembrar HUVEC en plaques de 100 mm de diametre (500.000 cél-lules/
placa) i, passats 3 dies, se’ls va canviar el medi complet per medi de quiescénciai es
van mantenir en condicions de normoxia o d’hipoxia durant 4 h. Passat aquest
temps, les cél-lules es van fixar en formaldehid a I'1% durant 15 min. La fixaci6 es
va aturar afegin-hi glicina a una concentracié final de 125 mM. Les HUVEC es van
rentar i recollir en PBS fred amb I'ajuda d’un raspador. A continuacio es van lisar en
preséncia d’inhibidors de proteases, en fred i seguint les instruccions de la casa
comercial. La cromatina es va fragmentar per sonicacid. Les condicions de sonicacio
es van posar a punt per a aconseguir fragments d’ADN d’entre 0,5 i 1 kb. Els lisats
es van centrifugar i es va descartar el precipitat. Una part del sobrenedant (20 pl)
es va guardar com a control o input, i la resta es va immunoprecipitar amb I’anticos
anti-HIF-1a proveit pel kit (5 pg) o amb una IgG inespecifica com a control negatiu.
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Els immunoprecipitats es van recuperar mitjancant boles d’agarosa recobertes
d’estreptavidina (Sigma) les quals, després de rentar-les exhaustivament, es van
bullir durant 10 min en presencia d’una solucié de resina quelant. Aquest pas
reverteix la unié entre I’ADN i la proteina. Els complexes proteics queden units a les
boles, que se separen facilment de I’ADN per centrifugacid. Finalment, ’ADN es va
purificar per columnes d’afinitat (PCR Extraction Kit, Qiagen), i es va eluir en 50 pl
d’aigua desionitzada. La quantificacié de I’ADN immunoprecipitat es va realitzar per
PCR en temps real a partir de 8,8 ul de I'eluit, en un volum final de reaccidé de 22 pl i
segons el metode de SYBR-Green (veure apartat 8.3) Es van dissenyar
oligonucleotids encebadors especifics per amplificar la regié del promotor de
FBLN5 que conté I’'HRE, concretament de la posicid -245 a la +59, respecte a I'ATG:

Oligonucleotids encebadors per amplificar el gen FBLN5 de -245 a +59 en els estudis de ChIP

Sentit 5’-GCTAAGCAAAACCAGGTGCT-3
Antisentit 5-GTGCGAAGGCGAGAAGAAA-3’

Paral-lelament, i amb els mateixos oligonucleotids encebadors, es va amplificar la
fraccid reservada com a input, préviament tractada per revertir la unid ADN-
proteina. Es va diluir I'input 1:10 en tampd de dilucid (volum final: 200ul), s’hi van
afegir 8 pl de NaCl 5 M, i s’incula durant 5 h a 65°C. Passat aquest temps, s’hi van
afegir 4 pul d’'EDTA 0,5 M, 8 pl de Tris 1 M a pH 6,5 i 0,8 ul d’una solucié de
Proteasa K a 10 mg/ml, i s’incuba durant 1 h a 45°C per degradar la proteina.
Finalment, I’ADN es va purificar i eluir tal i com s’havia fet amb I'immunoprecipitat.
Com a control positiu, es va amplificar per PCR convencional un fragment del
promotor del VEGF que conté un HRE mitjangant els oligonucleotids encebadors
proveits pel kit.

L’abundancia relativa de les seqliencies especifiques en ’ADN immunoprecipitat es
va determinar utilitzant el calcul del AACt. Les quantificacions es van corregir tenint
en compte que el material immunoprecipitat corresponia a un 4% de l'input [424].
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Les mostres de teixit es van fixar en paraformaldehid al 4% el més rapidament
possible després de la seva extraccid, i es van incubar durant 24 h a temperatura
ambient. La fixacié es completa amb 2 banys successius en fixador Gliofixx (30 min
cadascun). Tot seguit, els teixits es deshidrataren mitjangant 5 banys en etanol
absolut (45 min x 5), seguits de 3 banys en xilol (45 min x 3). Finalment, les mostres
es van parafinar en 2 banys de parafina liquida (60°C) d’'una hora cadascun. A
continuacid, les mostres es van incloure en blocs de parafina i se’n van fer seccions
de 5 um de gruix amb un midom, les quals es van disposar en portaobjectes
préviament xilanitzats (veure apartat 14.2). L'aigua romanent s’elimina deixant
assecar les preparacions a 40°C, que es van guardar a temperatura ambient fins al
seu us.

Per tal de millorar I'adheréncia dels talls histologics als portaobjectes, aquests es
van tractar amb xila. Els portaobjectes es van rentar un a un amb etanol absolut i es
van disposar en cistelles, les quals es van submergir en solucié de xilanitzacié
(3-aminopropil-trietoxisila al 2% en acetona) durant 1 h. A continuacié, els porta-
objectes es van rentar 2 cops amb aigua destil-lada, durant no més de 10 min per
rentat. Finalment, els portaobjectes es van assecar a 60°C, i es van mantenir a
temperatura ambient fins al seu Us.

Les preparacions es van desparafinar amb 2 banys successius en xilol de 7 minuts
cadascun. A continuacio es van rehidratar mitjancant etanol absolut, de 95° i de 70°
i aigua destil-lada, realitzant dos banys successius de 3 min en cadascuna de les
solucions. Les restes d’etanol s’eliminaren amb aigua de |'aixeta, abans de realitzar
I’dltim bany de 5 min en aigua destil-lada.
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Aguesta tincié permet visualitzar els nuclis en blau fosc, el citoplasma i els eritrocits
en vermell, i el col-lagen en blau.

Les preparacions es van fixar en Solucié de Bouin durant 30 min, es van rentar amb
aigua de l'aixeta i es van incubar en Blau Celest durant 12 min. Després de rentar-
se amb aigua destil-lada, es van tenyir amb Hematoxilina de Mayer durant 12 min.
Les preparacions es van rentar amb aigua de l'aixeta, es van diferenciar amb
alcohol acid a I'1% durant 30 seg i es van tornar a rentar amb aigua de l'aixeta,
abans de tractar-se amb acid fosfomolibdic a I'1% durant 4 min. Les preparacions
es van deixar drenar, es van tenyir amb Blau de Metilé durant 4 min, es van rentar
amb aigua destil-lada i es van tractar amb acid acétic a I'1% durant 2 min. Les
preparacions es van rentar en etanol al 70% i es van deshidratar en etanol al 95% i
etanol absolut durant 2 min cadascun, seguit de dos banys de 3 min en Histoclear.
Finalment es van muntar amb Histomount.

Aquesta tincié permet observar els nuclis en blau i el citoplasma en rosa. Les
mostres es van tenyir amb Hematoxilina de Mayer durant 5 min, i es van rentar
amb aigua de l'aixeta durant 5 min més. A continuacid, es van tenyir amb eosina
durant 20”, i es rentaren amb aigua de 'aixeta durant 5 min. Les restes de colorant
s’acabaren d’eliminar amb un rentat breu en etanol al 95%. Finalment les
preparacions es van deshidratar i muntar seguint el mateix procediment explicat en
la Tincié Tricromica de Masson.

Les preparacions es van sotmetre al procés d’antigen retrieval o
desemmascarament de |’antigen en un vas Coplin amb una solucié de Tris 10 mM
en HCl, pH 10, tot plegat en un bany de vapor a 95-99°C, durant 20 min. A
continuacié el vas Coplin es va treure del bany i es va deixar refredar a temperatura
ambient durant 30 min. Les preparacions es van col-locar en una cambra o suport
humit, on es feren totes les incubacions posteriors. Les mostres es van rentar amb
PBS (5 min, 2 cops), es van col-locar en un vas Coplin i s’hi van incubar amb una
solucié de bloqueig de la peroxidasa (45 ml metanol + 5 ml H,0,) durant 30 min.
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De nou en cambra humida, es van rentar amb PBS (5 min, 2 cops) i es van
permeabilitzar amb PBS-Tween 1% durant 5 min. Per tal d’evitar unions
inespecifiques, les mostres es van bloquejar amb una solucié de PBS-Tween 0,1%
amb un 10% de sérum de cabra durant 30 min. A continuacidé, les mostres es
bloguejaren per a l'avidina i la biotina amb I'Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector
Laboratories). Primerament es van incubar amb solucié d’avidina durant 15 mini es
van rentar amb PBS-Tween 0,1% amb un 1% de seérum de cabra (5 min, 3 cops),
després s’incubaren amb solucié de biotina (15 min) i es rentaren de la mateixa
manera. A continuacié, les mostres s’incubaren amb un anticos primari dirigit
contra la LOX generat en conill al nostre laboratori a una dilucié 1:50, durant 2 h en
agitacio suau. Les preparacions es van rentar amb PBS-Tween 0,1% (5 min, 3 cops),
i s’'incubaren amb un anticos secundari dirigit contra les IgG de conill, fet en cabra i
conjugat a biotina, i diluit 1:200 en PBS-Tween 0,1% a I'1% de sérum de cabra
durant 30 min en agitacié suau. Després de 3 rentats de 5 min amb PBS, les
mostres es van incubar amb el reactiu ABC (Vector Laboratories), i es van tornar a
rentar amb PBS (5 min, 3 cops). A continuacio, les preparacions es van revelar
utilitzant diaminobenzidina com a substrat de la peroxidasa (DAB Substrate;
Roche), i la reacciod es va aturar amb aigua de I'aixeta. Després de fer un rentat en
aigua destil-lada, les mostres es van deshidratar i muntar tal i com s’ha indicat
anteriorment.

Després de rehidratar les mostres, es va bloquejar I'activitat peroxidasa i es realitza
la permeabilitzacié tal i com s’ha indicat anteriorment. Els bloquejos d’unions
inespecifiques i de I'avidina i la biotina es realitzaren de la mateixa manera que per
la LOX perd amb sérum de cavall. L’anticos primari (ab66339, Abcam) es va incubar
a una dilucié 1:500, en PBS-Tween 0,1% amb un 1% de sérum de cavall, a 4°C
durant tota la nit i en agitacié suau. Després dels 3 rentats amb TBS-Tween 0,1%,
les preparacions es van incubar amb I'anticos secundari dirigit contra les I1gG de
ratoli (fet en cavall i conjugat a biotina), i diluit 1:200 en PBS-Tween 0,1% a I'1% de
serum de cavall durant 1 h en agitacié suau. La resta del protocol es va realitzar de
la mateixa manera que per a la LOX.
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Les imatges dels talls histologics es van captar per microscopia optica mitjancant un
microscopi Olympus Vanox AHBT3 acoblat a una camera digital Sony DXC-S500, i es
van processar amb el programa Photo Smart (Hewlett-Packard).

Els resultats s’expressen com a la mitjana * I’error estandard de la mitjana (SEM), o
bé la desviacid estandard de la mitjana (SD). Exceptuant les dades obtingudes amb
els microarrays, I'avaluacié estadistica dels resultats es va realitzar segons I'analisi
de la variancia (ANOVA) o per la prova t de Student, en funcié del nombre de grups
comparats. En els estudis realitzats amb animals o amb mostres humanes es va
aplicar el test no parametric Mann-Whitney. En cas de trobar diferéencies
significatives entre grups, es va aplicar el test de comparacié multiple de Tukey-
Kramer. L'analisi es va realitzar amb el programa estadistic GraphPad Instat. Les
diferéncies es consideraren significatives per a p<0,05.



RESULTATS






RESULTATS

Tal i com ja hem comentat a la introduccid, la LOX s’expressa en diversos teixits,
principalment aquells amb un elevat contingut elastic com el teixit vascular, si bé
fins la realitzacid dels nostres estudis no s’havia caracteritzat el patré d’expressid
d’aquest enzim a la paret vascular. Tal i com s’observa a la Fig. 17, els estudis
immunohistoquimics en arteries coronaries humanes i en aorta abdominal porcina
van revelar un patré d’expressié similar, amb una forta expressié d’aquest enzim a
I’endoteli vascular i a I'adventicia, i una feble tincié a la media.

El patré d’expressié de la LOX i d’altres isoenzims de la familia es va caracteritzar
per PCR en temps real en la capa adventicia i la intima/media d’artéries coronaries
humanes. Aixi, vam constatar que la LOX i la LOXL2 sén els isoenzims més
expressats a la paret vascular tant a la capa intima/media com a I’adventicia, pero
en major grau en aquesta darrera (Fig. 16). L'expressié de LOXL1 és minoritaria,
mentre que els nivells d’ARNm de LOXL3 i LOXL4 sén practicament imperceptibles
(no es mostra).
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Figura 16. Expressio de les isoformes LOX, LOXL1 i LOXL2 en artéries coronaries
humanes. Es mostren els nivells relatius d’ARNm de LOX, LOXL1 i LOXL2 a la capa
adventicia i intima/media d’artéries coronaries humanes provinents de 5 individus,
avaluats per PCR en temps real. Les dades es van normalitzar segons els nivells
d’expressio de I’ARNr 18S. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=5; p<0,05:
*, vs. 'expressio del mateix isoenzim a 'adventicia; 1, vs. I'expressié de LOX i LOXL2 a
I'adventicia; #, vs. 'expressi6 de LOX a la intima/media). U.A.: unitats arbitraries.
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Artéria coronaria humana Aorta abdominal porcina

Figura 17. Patr6 d’expressio de la LOX a la paret arterial. Es van analitzar mostres
d’artéria coronaria humana (4, 4; i €) i d’aorta porcina (B, B; i D). L’estructura vascular
es va visualitzar per tinci6 tricromica de Masson en talls transversals (imatges A i B).
Les imatges C i D mostren el patré d’expressi6 de LOX analitzat per immuno-
histoquimica amb un un anticos especific per a la LOX. Les fletxes indiquen I'expressio
de la LOX a l'endoteli i a I'adventicia. Les imatges A;, B;, C i D corresponen a
magnificacions de A i B.
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A continuacié vam voler establir el patré d’expressid dels diferents isoenzims de la
familia de les lisil oxidases en CMLV i CE en cultiu. Analogament a les observacions
realitzades a la paret vascular, la LOX i la LOXL2 sén les formes que s’expressen
predominantment en cel-lules endotelials (HUVEC) i CMLV humanes, en les que
I’expressié de LOXL1 és minoritaria, mentre que els nivells de LOXL3 i LOXL4 sén
practicament inapreciables.
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Figura 18. Patré d’expressiéo de les isoformes de LOX en cél-lules vasculars
humanes. Els nivells d’expressié relatius de les diferents isoformes de la familia de les
lisil oxidases s’analitzaren per PCR en temps real en CMLV procedents de 5 individus
(A) i en HUVEC procedents de 5 pools de cel-lules de com a minim 10 individus (B). Els
valors obtinguts es normalitzaren segons els nivells d’expressi6 de I’ARNr 18S. Els
resultats s’expressen com a percentatge respecte al valor de I'isoenzim que presenta un
nivell d’expressié més elevat en cada tipus cel-lular, i corresponen a la mitjana # SEM
(n=5; p<0,05: *, vs. LOX; T, vs. LOXL2).

Els estudis realitzats per Erler et al. mostren que la LOX es regula per hipoxia en
cél-lules canceroses, controlant-ne la progressié tumoral [219]. Tenint en compte
que els nostres resultats previs demostren el paper de la LOX en el control de la
funcié endotelial, i que la hipoxia és un fenomen que té lloc en determinats estadis
de la patologia aterosclerotica, hem volgut analitzar si aquest estimul modula els
nivells de LOX en CE. Amb aquesta finalitat, vam sotmetre CE humanes de vena de
cordé umbilical (HUVEC) i CE d’aorta bovina (BAEC) a d’hipoxia (1% O,) durant
diferents temps i vam analitzar-ne els nivells d’ARNm per PCR en temps real. La
hipoxia va induir els nivells de HIF-1a en BAEC (Fig. 19 A) i en HUVEC (no es mostra)
de manera dependent del temps d’incubacid, i va incrementar I'expressié de VEGF,
un reconegut gen regulat per hipoxia (Fig. 19 B).
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Figura 19. La hipoxia promou eficientment una resposta adaptativa en ceél-lules
en cultiu. (A) Es van avaluar per Western blot els nivells proteics de HIF-1a en els lisats
cel-lulars de BAEC mantingudes en condicions de normoxia o hipoxia (1% 02). Els
nivells de B-actina s’utilitzaren com a control de carrega. Es mostra una autoradiografia
representativa de dos experiments independents realitzats per duplicat. (B) Es
mostren els nivells relatius d’ARNm de VEGF respecte als de la TATA-binding protein
(TBP) corresponents a cél-lules HUVEC cultivades en condicions d’hipoxia (24 h)
avaluats per PCR en temps real. N: normoxia, H: hipoxia. Els resultats s’expressen com a
mitjana + SEM (n=9; *, p<0,05: vs. cél-lules incubades en normoxia).

Vam observar que la hipoxia indueix I'expressié de LOX de forma significativa en
HUVEC i BAEC, després de 4 h d’exposicido a I'estimul, i amb un maxim que
s’assoleix a les 18 h de tractament (Fig. 20 A). La induccié de LOX per hipoxia es va
reproduir en CE murines de pulmé (MLEC) (Fig. 20 B).
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Figura 20. La hipoxia indueix 'expressié de LOX en CE. Els nivells dARNm de LOX
s’analitzaren per PCR en temps real en HUVEC (cercles negres) i BAEC (rombes blancs)
incubades en condicions d’hipoxia (1% 02) a diferents temps (4), i de MLEC exposades
a hipoxia durant 24 h (B). Els valors obtinguts es normalitzaren segons els nivells
d’expressio de TBP. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (4: n=9; p<0,05: *, vs.
HUVEC control [normoxia]; 1, vs. BAEC control [normoxia]. B: n=8; p<0,0001: *, vs.
ceél-lules control [normoxia]).
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L'increment de I'expressido de LOX en CE sotmeses a hipoxia es va confirmar per
immunocitoquimica (Fig. 21). Aixi mateix, la hipoxia va incrementar I'activitat de
LOX avaluada en el sobrenedant cel-lular (Fig. 22).

Normoxia Hipoxia

HUVEC

BAEC

Figura 21. La hipoxia augmenta els nivells proteics de LOX en CE. L’expressi6 de
LOX es va analitzar per immunocitoquimica en HUVEC i BAEC mantingudes en
condicions de normoxia o hipoxia durant 48 h. El color verd mostra la localitzacié de la
LOX. Els nuclis es varen marcar amb Hoechst (blau), i la F-actina amb fal-loidina (Alexa
Fluor 633) (vermell). Barra: 10 pm.
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Figura 22. La hipoxia incrementa I'activitat lisil oxidasa en CE. Es van mantenir
BAEC en condicions de normoxia i hipoxia durant 18 o 48 h, i el sobrenedant es va
recollir per avaluar-ne l'activitat LOX. Els resultats es van normalitzar segons el
contingut de proteina cel-lular, i s’expressen com a mitjana + SEM (n=6; p<0,05: *, vs.
cél-lules control [normoxial).

L’estimul hipoxic és un potent inductor de la secrecié de factors de creixement en
CE, com ara el VEGF. Per aix0, hem analitzat si els factors autocrins secretats per les
cél-lules incubades en condicions d’hipoxia sén responsables de la induccié de LOX.
En les nostres condicions, la hipoxia va induir fortament I'expressié de VEGF en
HUVEC (Fig. 23 A). No obstant, el tractament d’aquestes cél-lules amb VEGF (50
ng/ml) no va modificar els nivells d’ARNm de LOX (Fig. 23 B). Finalment, en incubar
HUVEC amb sobrenedants de CE sotmeses a hipoxia, no s’observaren canvis en
I'expressié de LOX (Fig. 23 C). Per tant, descartem la possibilitat que factors
autocrins alliberats per les CE en resposta a la hipoxia siguin responsables de la
regulacié de LOX.
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Figura 23. L'increment de l'expressié de LOX induida per la hipoxia no esta
regulat per mecanismes autocrins. Es van avaluar els nivells dARNm de VEGF (4) i
LOX (Bi C) en HUVEC. Les cél-lules es van sotmetre a condicions d’hipoxia (1% 02) (4),
es van tractar amb VEGF (50 ng/ml) (B) o amb els sobrenedants de cel-lules
mantingudes en condicions de normoxia (control) o hipoxia (18 h) (C) a diferents
temps. Els resultats s’expressen com a mitjana *+ SEM (n=9; p<0,05: *, vs. cél-lules
control).
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Per tal d’esbrinar si la regulacié de la LOX per hipoxia en CE es produeix a través
d’un mecanisme transcripcional, varem pretractar BAEC amb 5,6-dicloro-1-(B-D-
ribofuranosil) benzimidazol (DRB), un inhibidor de la transcripcié, 1 h abans de
sotmetre-les a hipoxia durant 24 h. El DRB va inhibir I'increment dels nivells
d’ARNm promogut per la hipoxia (Fig. 24 A). Per tal de confirmar la implicacié d’un
mecanisme transcripcional en aquest efecte, vam transfectar transitoriament BAEC
amb un vector que conté un fragment de 821 pb del promotor de la LOX acoblat a
luciferasa (pGL3/pLOX-821). L’activitat transcripcional d’aquest promotor va
augmentar més de dues vegades en sotmetre les cél-lules a hipoxia (18h) (Fig. 24
B). Aquests resultats indiquen que [I'estimul hipoxic augmenta ['activitat
transcripcional de LOX en CE.
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Figura 24. La hipoxia indueix I'activitat transcripcional de LOX. (A) Es van incubar
BAEC en condicions de normoxia o hipoxia durant 24 h en preséncia o abséncia d'un
inhibidor de la transcripci6é (DRB, 50uM). Els nivells d’ARNm de LOX es van avaluar
per PCR en temps real i i es normalitzaren segons els nivells d’expressi6é de TBP. (B) Les
BAEC es van transfectar amb una construccid reportera del promotor de la LOX acoblat
a luciferasa (pLOX-821) i es van incubar en condicions de normoxia o hipoxia durant 24
h. Les activitats luciferasa i f-galactosidasa es van analitzar tal i com es descriu a la
secci6 de Material i Meétodes. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=9;
p<0,05: * vs. cel-lules control [normoxia]; T, vs. cél-lules incubades en hipoxia en
abséncia de DRB).
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Com ja hem descrit, HIF-1 és el factor de transcripcié per excel-léncia implicat en la
regulacié de I'expressid génica en resposta a la hipoxia. Per tal de determinar la
seva possible implicacié en la induccié de I'expressié de la LOX per hipoxia, vam
inhibir l'activitat prolil hidroxilasa mitjangant dimetiloxalglicina (DMOG). El
tractament amb aquest agent inhibeix la degradacié proteosomica de HIF-1a,
incrementant la seva concentracid intracel-lular, mimetitzant aixi les condicions
d’hipoxia (Fig. 25 A) [146]. Tal i com mostra la Fig. 25 B, el tractament de BAEC amb
DMOG indueix I'expressido de LOX, si bé en menor grau a com ho fa la propia
hipoxia, tot i que aquest compost indueixi un major increment de proteina HIF-1a
que la hipoxia per si sola.
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Figura 25. La DMOG incrementa els nivells d’”ARNm de LOX. Les BAEC es van tractar
amb DMOG (0,5 mM) durant 24 h o es van mantenir en condicions d’hipoxia durant 24
h. (A) Els nivells proteics de HIF-1a s’analitzaren per Western blot. (B) Els nivells
d’ARNm de LOX s’avaluaren per PCR en temps real i es normalitzaren segons els nivells
d’expressio de TBP. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=6; p<0,05: *, vs.
cél-lules control [normoxial).

L'eix PI3K/Akt/mTOR és la via de senyalitzaci6 més important implicada en la
induccié de HIF-1a [124]. Per tal d’establir quin paper juga aquesta via en la
induccié de LOX per hipoxia, vam tractar BAEC amb rapamicina (100 mM), un
inhibidor de mTOR, 1 h abans d’exposar les cél-lules a hipoxia (24 h). Mitjangant
Western blot vam confirmar que, efectivament, la rapamicina bloqueja I'increment
dels nivells proteics de HIF-1a en hipxia (Fig.26 A). No obstant, la rapamicina
només va bloquejar parcialment I'increment dels nivells d’ARNm de LOX promogut
per la hipoxia (Fig.26 B).
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Figura 26. La via de senyalitzaci6 de mTOR només esta parcialment involucrada
en la inducci6é de LOX per hipoxia en CE. Es van pre-incubar BAEC amb rapamicina
(100 puM) durant 1 h i es van exposar a noraxia ( Norm, controls) o hipoxia (Hip; 1%
02, 24 h). (A) Els nivells proteics de HIF-1a es van analitzar per Western blot. Com a
control de carrega es determinaren els nivells dB -actina. Es mostra I'autoradiografia
d’'un experiment representatiu (n=3). (B) Els nivells ’ARNm de LOX s’avaluaren per
PCR en temps real i es normalitzaren segons els nivells d’expressi6 de TBP. Els resultats
s’expressen com a mitjana * SEM (n=9; p<0,05: *, vs. cél-lules control [normoxia]; T, vs.
cél-lules incubades en hipoxia en abséncia de rapamicina).

Els resultats obtinguts en els experiments amb rapamicina suggereixen que HIF-1
només intervé de forma secundaria en la regulacié de LOX per hipoxia. Per tal
d’avaluar més a fons el paper d’aquest factor de transcripcié, vam bloquejar
I'expressié de HIF-1a utilitzant un ARN d’interfercia especific contra HIF -la
(siHIF-1a). Les HUVEC es transfectaren per nucleofeccd amb el siHIF -1a o amb un
siRNA control (siRAND), i s’incubaren en condicions de normoxia o de hipoxia
durant 24 h. El silenciament de HIF-1a va reduir fortament els nivells d’ARNm de
HIF-1a i en va bloquejar I'increment dels nivells proteics induit per la hipoxia
(Fig.27).

En aquestes condicions, el silenciament de HIF-1a només va evitar parcialment la
induccio de LOX per hipoxia (Fig.28). Aquests resultats, juntament amb els
obtinguts amb la rapamicina, indiquen que HIF-1a tindria un paper secundari en la
inducci6 de LOX per hipoxia en CE, i suggereix que deuen haver-hi altres
mecanismes implicats en aquest procés.
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Figura 27. La transfeccié de HUVEC amb un ARN d’interferéncia contra HIF-1a va
bloquejar eficientment 'expressié de HIF-la. Es transfectaren HUVEC amb un
siRNA especific contra HIF-1a (siHIF-1a) o un siRNA control (siRandom), i s'incubaren
en condicions de normoxia o hipoxia durant 24 h. (A) Els nivells ARNm de HIF-1a
s’analitzaren per PCR en temps real i es normalitzaren segons els nivells d’expressi6 de
TBP. Es mostren els resultats representatius d’'un experiment realitzat per duplicat. Les
dades s’expressen com a mitjana + SEM (n=3; p<0,001: *, vs. siRAND en la mateixa
condicié experimental; T, vs. SiRAND en normoxia). (B) Els assajos per Western blot
confirmen que siHIF-1a bloqueja la induccié per hipoxia dels nivells proteics de HIF-1a.
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Figura 28. El silenciament de HIF-1a bloqueja parcialment la regulad de LOX
per hipoxia en HUVEC. El silenciament de HIF-la disminueix lleugerament
I'increment dels nivells dARNm de LOX avaluats per PCR en temps real. Les dades es
normalitzaren segons els nivells d’expressié de TBP. Els resultats s’expressen com a
mitjana * SEM (n=9; p<0,05: * vs. cel-lules normoxiques transfectades amb el mateix
siRNA; 1, vs. cél-lules hipoxiques transfectades amb siRAND).
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Recentment s’ha demostrat que |'estrés oxidatiu juga un paper important en la
senyalitzacié de la resposta a la hipoxia [175, 176, 425]. Per aquest motiu, hem
volgut esbrinar si les ROS generades com a conseqiiencia de la hipoxia estan
involucrades en la induccié de LOX. Amb aquest objectiu, vam pre-tractar HUVEC
amb diferents inhibidors d’estrés oxidatiu durant 1 h abans de sotmetre-les a
hipoxia o normoxia (Taula 6).

Taula 6. Inhibidors d’estres oxidatiu utilitzats en els nostres estudis.

agent efecte concentracio utilitzada
DPI inhibicié flavoenzims 5uM

rotenona inhibici6 del transport d’electrons mitocondrial 2 uM

catalasa degradaci6 de H20; 3000 U/ml

apocinina inhibicié de la NADPH oxidasa 100 pM

Tal i com es mostra a la Fig. 29, l'increment dels nivells de LOX en hipoxia es va
reduir significativament en les cel-lules previament tractades amb DPI, rotenona,
catalasa i apocinina. Aquest resultat recolza el paper de les ROS en la induccié de
LOX per hipoxia en CE.
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Figura 29. La senyalitzacié via ROS esta implicada en la induccié de LOX per
hipoxia en CE. Les HUVEC es van pre-incubar amb inhibidors d’estres oxidatiu i es van
mantenir en condicions de normoxia o hipoxia durant 24 h (DPI, 5uM; Rotenona, 2 pM;
Catalasa, 3000 U/ml; Apocinina, 100 uM). Els nivells ’ARNm de LOX es van determinar
per PCR en temps real i es normalitzaren segons els nivells d’expressié de TBP. Els
resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=9; p<0,05: *, vs. cél-lules control; 1, vs.
cél-lules hipoxiques).
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Per tal d’aprofundir en el mecanisme transcripcional implicat en la induccié de LOX
per hipoxia en CE i precisar més acuradament quina és la contribucié de HIF-1a, es
van abordar dues estratégies experimentals. Primerament, partint de la construccié
pLOX-821, es va mutagenitzar I'element de resposta a hipoxia (HRE) descrit
préviament i situat a -75 pb del promotor de LOX (HRE/-75) [219]. Aquesta mutacid
va provocar una disminucié de I'activitat basal del promotor de LOX, pero es va
mantenir una induccio significativa de la seva activitat transcripcional en resposta a
la hipoxia (Fig. 30 A).

A continuacié es va realitzar un estudi de delecions seriades del promotor. Amb
aquest objectiu i a partir de la construccié pLOX-821, es van generar dues
construccions més per PCR, les quals contenen 405 i 132 pb de la regié proximal del
promotor de la LOX (pLOX-405 i pLOX-132, respectivament). Tal i com s’observa a
la Fig. 30 B, I'estudi de delecions seriades ens va permetre acotar una regio del
promotor de LOX situada entre -821 i -405 pb involucrada en la induccié de LOX per
hipoxia, tot i que aquesta regidé no conté I’'HRE préviament descrit.

Vam analitzar in silico aquesta regié i no hi vam trobar cap element putatiu HRE,
pero si diversos elements d’'unié a Smad (SBE). De fet, les proteines Smad
participen en la senyalitzacié de les respostes a la hipoxia en CE [426], i per aquest
motiu vam voler analitzar la seva capacitat de modular I'activitat transcripcional de
LOX. Amb aquesta finalitat, vam co-transfectar BAEC amb la construccié pLOX-821 i
diferents vectors d’expressié de proteines Smad (2, 3 o 4) [427], i vam cultivar
aquestes cél-lules en condicions de normoxia o d’hipoxia. Els resultats mostrats a la
Fig. 31 indiquen que la sobre-expressié de proteines Smad va potenciar la induccié
transcripcional de la LOX en resposta a la hipoxia, mentre que no va tenir
conseqliencies en condicions de normoxia. Aquests resultats recolzen la hipotesi
gue les proteines Smad participen en la senyalitzacié que promou I'activacié del
promotor de LOX en hipoxia.
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Figura 30. La induccié per hipoxia de l'activitat transcripcional de LOX només
depén parcialment del HRE préviament identificat (HRE/-75). (A) Les BAEC es van
transfectar amb la construccié pLOX-821 nativa o mutagenitzada en I'element HRE, i es
van incubar en condicions de normoxia o hipdxia. Les cél-lules es van lisar per tal de
determinar-ne l'activitat luciferasa, que es va normalitzar segons l'activitat (-
galactosidasa. Es mostra, esquematitzada, la regi6 del promotor de la LOX analitzada en
els estudis de transfecci6 transitoria, aixi com la seqiiéncia de 'element HRE putatiu i
els canvis introduits per mutagenesi. (B) Es va realitzar un estudi de delecions seriades
del promotor, utilitzant les construccions reporteres per a la luciferasa pLOX-821,
pLOX-405 i pLOX-132. $’hi indica la posicié del HRE. Els resultats s’expressen com a
mitjana + SEM (n=9; p<0,05: *, vs. la mateixa construcci6 en normoxia).
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Figura 31. La via de senyalitzaci6 Smad esta involucrada en l'increment de
I'activitat transcripcional de LOX induida per hipoxia. Les BAEC es van co-
transfectar amb la construccié pLOX-821 i amb els vectors d’expressi6 per a Smad2 i/o
Smad3 juntament amb Smad4, o el corresponent vector buit (pcDNA3), i es van incubar
en condicions de normoxia o hipoxia. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM
(n=9; p<0,05: *, vs. cel-lules incubades en normoxia; 1, vs. cél-lules co-transfectades
amb el vector pcDNA3 buit [-] i incubades en hipodxia).

Per tal de comprovar que la regulacié de la LOX per hipoxia observada en cultius
cel-lulars també es ddna in vivo, vam mantenir ratolins mascles de la soca C57BL/6J
de 2 mesos d’edat en condicions d’hipoxia (10% O,) durant 24 o 48 h. A
continuacié, els animals es sacrificaren i se n’extragueren diversos teixits (pulmo,
cor, ronyd, i cervell), dels quals se n’obtingué ARN. Per tal de confirmar que en les
nostres condicions experimentals s’estava assolint una hipoxia tissular, es van
analitzar per PCR en temps real els nivells d’ARNm d’eritropoietina (EPO) en cervell
i ronyd, teixits en els que la induccié d’aquesta proteina per hipoxia esta clarament
establerta [428]. Tal i com s’observa a la Fig. 32, I'expressié d’EPO s’incrementa en
ambdds teixits en un grau similar al descrit préviament, validant les nostres
condicions experimentals.
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Figura 32. La hipoxia sistemica indueix 'expressi6 d’eritropoietina en cervell i
ronyd. Es mantingueren ratolins estabulats en condicions d’hipoxia (10% O) durant
24148 h. Els nivells d’expressié d’'EPO en cervell i rony6 s’analitzaren per PCR en temps
real i es normalitzaren segons els nivells d’expressié de I’ARNr 18S. Les dades
s’expressen com a mitjana + SEM (CT, n=18; 24 h, n= 8; 48 h, n=7; *, p<0,05, vs. CT).

En aquestes condicions experimentals, I'expressié de LOX i LOXL2, les isoformes
més expressades a la paret vascular, es va modular en teixits vascularitzats. La LOX
es va induir significativament en pulmé i cor, mentre que la LOXL2 ho va fer en
cervell i pulmé (Fig. 33).
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Figura 33. La hipoxia sistémica indueix l'’expressi6 de LOX i LOXL2. Es
mantingueren ratolins estabulats en condicions d’hipoxia (10% 0;) durant 24 i 48 h. Els
nivells d’expressié de LOX (4) i LOXL2 (B) en cervell, pulmé i cor s’analitzaren per PCR
en temps real i es normalitzaren segons els nivells d’expressi6 de '’ARNr 18S. Els
resultats s’expressen com a mitjana + SEM (CT, n=18; 24 h, n=8; 48 h, n=7; *, p<0,05: vs.

CcT).
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Els resultats previs del nostre grup suggereixen que la inhibicié de la LOX pot estar
implicada en la disfuncié endotelial desencadenada per factors de risc
aterosclerotic i citocines pro-inflamatories [255, 257, 259, 313] i, per tant, que
aquest enzim podria contribuir al desenvolupament de patologies vasculars com
I'aneurisma i I'aterosclerosi [199, 429, 430]. La LOX s’ha localitzat en el nucli de
cél-lules vasculars, on controlaria I'expressié genica. No obstant, hi ha un gran
desconeixement sobre quins processos biologics controla la LOX i quins gens regula
en cél-lules vasculars. Per aguest motiu, hem volgut analitzar com afecta la sobre-
expressio de LOX al patré d’expressid genica en CE humanes mitjangant
microarrays.

Per tal de sobre-expressar la LOX en CE, es va generar un vector d’expressid
lentiviral clonant ’ADNc de la LOX humana en el plasmidi pLVX-Puro (pLVX/LOX)
per tal de produir particules viriques amb les que s’infectaren HUVEC. Com a
controls es van utilitzar les construccions pLVX/GFP (que sobre-expressa la proteina
verda fluorescent GFP) i el corresponent vector buit (pLVX-Puro). La sobre-
expressio de LOX en HUVEC mitjancant aquesta estratégia va incrementar
I’'expressié d’aquesta proteina més de 20 vegades (Fig. 34 A). Per contra, la sobre-
expressio de LOX no va afectar al nivell d’ARNm de les altres isoformes de la familia
de les lisil oxidases ni tampoc de la BMP-1 (Fig. 34 B). Paral-lelament, I'increment
dels nivells d’ARNm de LOX va anar acompanyat d’un increment dels seus nivells
proteics. L'analisi per Western blot del lisat cel-lular de HUVEC transduides amb el
vector de LOX mostra un augment molt significatiu tant del nivell de la forma
madura de LOX com del proenzim (proLOX), en comparacié amb les cel-lules
transduides amb el vector buit. Analogament, la sobre-expressié de LOX es va
traduir en un augment de la proteina secretada al medi de cultiu tant de la forma
madura com del proenzim (Fig. 35).
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Figura 34. El sistema de transduccié lentiviral amb la construccié pLVX/LOX
incrementa eficientment I'expressié de LOX en HUVEC. Les HUVEC es van transduir
amb el vector lentiviral buit (vector, pLVX-Puro) o amb el pLVX/LOX. Els nivells
d’ARNm de LOX (A), de les seves isoformes (B), i de la BMP-1 (B) es van determinar per
PCR en temps real i es van normalitzar segons els nivells d’expressié de la TBP. Els
resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=3; *, p<0,05: vs. cél-lules infectades amb
el vector buit).
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Figura 35. El sistema de transduccio lentiviral incrementa els nivells proteics de
LOX a nivell intra i extracel-lular en HUVEC. La sobre-expressié de LOX va
incrementar tant el nivell de proenzim (proLOX; 50-55 kDa) com de LOX madura (LOX;
32kDa). Aquest augment s’observa tant a I'extracte cel-lular total com al medi de cultiu.
Com a control de carrega dels extractes cel-lulars, es mostren els nivells de 3-actina.
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Amb l'objectiu d’analitzar les conseqiiencies de la sobre-expressid de LOX en
HUVEC, vam utilitzar el sistema de microarrays d’Affymetrix (GeneChip™' Gene 1.0
ST Array). Els resultats es van analitzar amb el programa Partek Genomics Suite. Els
p-valors generats van ser corregits mitjangant el métode de Benjamini & Hochberg
amb un punt de tall del 20%. Es van considerar significatius canvis en I'expressio
genica superiors a 1,5 vegades i inferiors a 0,5 per a un valor de FDR de 0,1.
D’aquesta manera es va obtenir un llistat de 62 gens diferencialment modulats per
la sobre-expressié de LOX. L’analisi funcional per categories o grups va revelar la
modificacié significativa de gens implicats en senyalitzacid cel-lular, comunicacié
cel-lula-cel-lula, gens de resposta a estimuls i adhesid cel-lular (Fig. 36).

Comunicacié cel-lular
Senyalizacio
Resposta a estimul
Adhesié

Metabolisme cel-lular

Desesnvolupament

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Nombre de gens

Figura 36. La sobre-expressio de LOX en HUVEC altera diversos processos
biologics. S'indica el nombre de gens regulats per a cada procés en base a I'analisi de
les dades de 'estudi per microarray realitzat amb el programa Partek Genomics Suite
sobre la base de dades Gene Ontology (GO).

D’entre els gens més significativament alterats per la sobre-expressié de LOX hi
trobem |'a,-macroglobulina (A2M), I'expressid de la qual s’inhibeix significa-
tivament. Aquesta regulacié es va verificar mitjancant PCR en temps real, en un
estudi que va incloure les mostres utilitzades per a I'estudi de microarray i mostres
generades en una nova infeccié. Tal i com s’observa a la Fig. 37, I'analisi per PCR en
temps real demostra que I'expressié de I’A2M es va reduir en un 80% com a
conseqliencia de la sobre-expressié de LOX.
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Figura 37. La sobre-expressié de LOX redueix I'expressiéo de ’'A2M en HUVEC. Les
HUVEC es van transduir amb el vector lentiviral buit (vector, pLVX-Puro) o amb el
pLVX/LOX. Els nivells d’ARNm d’A2M es van determinar per PCR en temps real i es van
normalitzar segons els nivells d’expressié de la TBP. Els resultats s’expressen com a
mitjana + SEM (n=6; *, p<0,05: vs. cél-lules infectades amb el vector buit).

139



RESULTATS

140



RESULTATS

141



RESULTATS

142



RESULTATS

143



RESULTATS

144



RESULTATS

145



RESULTATS

146



RESULTATS

La FBLNS5 participa en la regulacié de la funcié de les CE [368, 373, 374, 397, 406],
no obstant, es disposa de poca informacié respecte als mecanismes de regulacié
d’aquesta proteina en cél-lules vasculars. Donat que el paper de la FBLN5 en
I'elastogénesi i el manteniment de la MEC esta intimament lligat a I'activitat lisil
oxidasa, en aquest treball hem volgut establir si la hipoxia també pot modular la
FBLNS en CE i caracteritzar quina podria ser la seva conseqiéencia funcional.

En les nostres condicions experimentals, en les que la hipoxia augmenta el nivell de
proteina HIF-1a i I'expressid de VEGF en CE (Fig. 19), vam observar que la hipoxia
(1% O,) indueix I'expressio de la FBLN5 en BAEC de manera dependent del temps.
Els nivells de FBLN5 van augmentar progressivament des de les 4 h fins a assolir
una induccié maxima d’aproximadament 2,5 vegades a les 24-48 h d’hipoxia (Fig.
44). De manera similar, la DMOG indueix notablement I'expressié de la FBLN5 en
CE (Fig. 44).
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Figura 44. La hipoxia incrementa els nivells de FBLN5 en CE de manera
dependent del temps. Es van mantenir BAEC en cultiu en condicions de normoxia o
hipoxia (1% 0;) durant els temps indicats, o es van tractar amb DMOG (0,5 mM) durant
24 h. Els nivells dARNm de la FBLN5 s’avaluaren per PCR en temps real i es
normalitzaren segons els nivells d’expressio de la TBP. Els resultats s’expressen com a
mitjana # SEM (n=9; *, p<0,05: vs. cél-lules incubades en normoxia).
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La induccié de la FBLN5 per hipoxia també s’observa en CE de pulmd de ratoli
(MLEC) i CE humanes HUVEC, aixi com en la linia cel-lular epitelial Hela (Fig. 45),
indicant que aquesta regulacio no és exclusiva de les CE.
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Figura 45. La inducci6 de la FBLN5 per hipoxia no és exclusiva de les CE.
S’analitzaren els nivells ’ARNm de FBLN5 en HUVEC, MLEC, i HeLa incubades en
condicions de normoxia o hipoxia durant 24 h. Els resultats s’expressen com a mitjana +
SEM (n=9; *, p<0,05: vs. cél-lules incubades en normoxia).

Analogament, I'analisi per Western blot en lisats cel-lulars mostra que, tant en
HUVEC com en Hela, I'exposicié a hipoxia va comportar un augment dels nivells
proteics de FBLNS. La hipoxia també incrementa la secrecid de FBLN5 a I'espai
extracel-lular, tal i com es deriva de I'analisi per Western blot dels sobrenedants
cel-lulars. L’estudi per immunocitoquimica mostra que aquesta proteina es localitza
principalment a la regié perinuclear i a la periferia cel-lular, i evidencia també
I'increment de FBLN5 tant a nivell intracel-lular (cél-lules permeabilitzades) com
extracel-lular (cél-lules no permeabilitzades) (Fig. 46).
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Figura 46. La hipoxia incrementa els nivells proteics de FBLN5 a nivell intra-
cel-lular i extracel-lular. (A) Es van mantenir HUVEC i HeLa en normoxia o hipodxia
durant 24 h. Els nivells proteics de FBLN5 dels extractes cel-lulars (EC) o dels
sobrenedants (SN) de les cél-lules en cultiu s’analitzaren per Western blot. Els nivells de
B-actina s’utilitzaren com a control de carrega. Es mostra una autoradiografia repre-
sentativa de tres experiments independents realitzats per duplicat. (B) La localitzaci6
de FBLNS es va analitzar per immunocitoquimica en HUVEC mantingudes en normoxia
(a, ¢) o sotmeses a hipoxia (b, d) durant 24 h. En cel-lules permeabilitzades, la FBLN5
(verd) es va detectar a la regi6 perinuclear i a la periferia cel-lular (a i b). La localitzaci6
extracel-lular s’analitza en cel-lules sense permeabilitzar (c i d). Els nuclis es tenyiren
amb Hoechst (blau), i els filaments de F-actina amb fal-loidina (Alexa Fluor 633)
(vermell) per tal de facilitar la visualitzacié de les cel-lules. Barres: 10 pm.

Com ja hem indicat, I'eix PI3K/Akt/mTOR esta implicat en la regulacio dels nivells
proteics de HIF-1 [124]. Per tal de definir el paper d’aquesta via de senyalitzacio en
la induccié de la FBLN5S per hipoxia, hem examinat I'efecte d’inhibidors especifics
de PI3K (LY294002) i mTOR (rapamicina). L'analisi per Western blot confirma que
ambdds inhibidors bloquegen la induccié de HIF-1a per hipxia (Fig. 47 A). Cap
d’aquests inhibidors altera els nivells proteics de HIF-1a ni I'expressid de FBLN5 en
condicions basals (normoxia; dades no mostrades). L’analisi dels nivells d’ARNm de
la FBLN5 per PCR en temps real mostra que el tractament amb aquests inhibidors
va impedir la seva induccié per hipoxia (Fig. 47 B). Aquests resultats posen de
manifest la implicacié de I'eix PI3K/Akt/mTOR en la regulacié de la FBLN5 per
hipoxia.
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Figura 47. L’eix PI3K/Akt/mTOR esta implicat en I'increment de I'’expressio de la
FBLNS5 induit per hipoxia. Es varen pre-incubar BAEC amb rapamicina (Rap; 100 nM)
o LY294002 (LY; 10uM) durant 1 h i es varen mantenir en condicions de naia
(Norm, controls) o hipoxia durant 24 h. (A) Els nivells proteics de HIF-1a s’analitzaren
per Western blot. Els nivells de B-actina s’utilitzaren com a control de carrega. Es
mostra un autoradiograma representatiu de tres experiments diferents realitzats per
duplicat. (B) Els nivells dARNm de la FBLN5 s’avaluaren per PCR en temps real. Els
resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=9; p<0,05: *, vs. cél-lules control; T, vs.
cél-lules incubades en hipoxia).

Per tal de caracteritzar la implicacié de HIF-1a en la regulacié de la FBLNS5, es varen
analitzar les conseqiiéncies de la inhibicid d’aquest factor de transcripcio
mitjancant I"Gs d’un siRNA especific (siHIF-1a). Aquesta estratégia, com ja haviem
demostrat (Fig. 27), redueix els nivells d’ARNm de HIF-1a i n’evita 'augment dels
nivells proteics per hipoxia (Figs. 48 A i B). La inhibicié de HIF-1a fu disminuir
significativament I'increment dels nivells d’ARNm i de proteina de la FBLN5 induit
per hipoxia (Figs. 48 C i D). Tal i com era d’esperar, el siHIF-1a va bloquejar la
induccid per hipoxia del VEGF, un reconegut gen diana de HIF-1 (Fig. 48 C). L'efecte
del siHIF-1a va ser espeific i no va afectar I'expressid de HIF-2a en condicions
basals (Fig. 48 A) ni la seva induccié en hipoxia(Fig. 48 B). Tal i com s’ha descrit
[439], la induccid per hipoxia dels nivells de HIF-2a en HUVECés significativament
menor que la induccié de HIF-1a (Fig. 48 B), fet que suggereix que aquest darrer
deu tenir un paper primordial en la regulacié de la FBLN5. De fet, la inhibicio
especifica de HIF-2a (Fig. 49 A) no va alterar la induccié de la FBLN5 per hipoxia
(Figs. 49 B i C), reforcant aquesta hipotesi.
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Figura 48. La inhibicié especifica de HIF-1a bloqueja la inducci de la FBLN5 per
hipoxia. (A) Es van transfectar HUVEC amb un siRNA especific contra HIF-1a (siHIF-
1a) o amb un siRNA control (siRAND), i se’'n determinaren els nivells d’ARNm de HIF-
la i HIF-2a per PCR en temps real. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=6;
*, p<0,05: vs. cél-lules transfectades amb siRAND). (B) L’analisi per Western blot
confirma que siHIF-1a bloqueja la inducc dels nivel Is proteics de HIF-1a per hipoxia,
mentre que I'expressié de HIF-2a es manté invariable ( Norm, normoxia; Hip, hipoxia).
(C) La inhibici6é de HIF-1a evita la inducci6 per hipoxia dels nivells ¢’ ARNm de FBLN5 i
VEGF, avaluats per PCR en temps real. Els resultats s’expressen com a mitjana # SEM
(n=9; p<0,05: *, vs. cél-lules en normoxia transfectades amb siRAND; ¥, vs. cel-lules en
hipoxia transfectades amb siRAND). (D) S’analitzaren els nivells proteics de FBLN5 en
HUVEC transfectades amb siHIF-1a o amb un siRNA control (siRAND) i incubades en
condicions de normoxia o hipoxia. Es mostra un experiment representatiu de Western
blot (n=2).
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Figura 49. La inhibicié de HIF-2a no altera la induca de la FBLN5 per hipoxia.
(A) Es transfectaren HUVEC amb un siRNA especific contra HIF-2a (siHIF-2a) 0 amb un
siRNA control (siRAND), i se’n determinaren els nivells ’ARNm de HIF-1a i HIF-2a per
PCR en temps real. Els resultats s’expressen com a mitjana +# SEM (n=6; *, p<0,05: vs.
cél-lules transfectades amb siRAND). La inhibici6 de HIF-2a no va afectar la induccié
per hipoxia dels nivells dARNm (B) i proteics (C) de la FBLN5 (Norm, normoxia; Hip,
hipoxia). Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=6; *, p<0,05: vs. cel-lules en
normoxia).
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Els resultats descrits fins ara suggereixen que, en condicions d’hipoxia, HIF-1a pot
incrementar I'activitat transcripcional de FBLN5. Per tal d’examinar aquesta
hipotesi, es van clonar 1650 pb del promotor de la FBLN5 en el vector reporter per
a la luciferasa pGL3, i la construccid resultant (pGL3/pFBLN5-1650) es va utilitzar en
estudis de transfeccié transitoria en BAEC. Tal i com mostra la Fig.50 A, la hipoxia
indueix I'activitat transcripcional de FBLN5 unes 2 vegades. De manera similar, la
co-transfecci6 amb un vector d’expressid6 de HIF-la (pHIF-1la) va incrementar
I'activitat del promotor de FBLN5, en comparacid amb cél-lules co-transfectades
amb el vector d’expressié buit (Fig. 50 B).
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Figura 50. La hipoxia indueix l'activitat transcripcional del promotor de FBLN5.
(A) Es transfectaren BAEC amb la construccié pGL3/pFBLN5-1650 i s’incubaren en
condicions de normoxia o hipdxia durant 18 h. (B) Alternativament, aquestes cel-lules
es co-transfectaren amb un vector d’expressi6 de HIF-la (pHIF-1la) o el seu
corresponent vector buit (pcDNA3); i es mantingueren en normoxia. Es determina
'activitat luciferasa i B-galactosidasa d’ambdods experiments tal i com es descriu a la
seccié de Material i Métodes. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=9; *,
p<0,05: vs. cel-lules en normoxia o vs. cel-lules co-transfectades amb pcDNA3).

L'estudi de delecions seriades del promotor de FBLN5 va determinar que la regié
proximal de 329 pb manté la capacitat d’activar-se tant per hipoxia com per sobre-
expressié de HIF-1a (Fig. 51). No vam poder acotar més la regid sensible a hipoxia
perque la delecid de les seqléncies més proximals del promotor de FBLNS5
comporta la perdua de [I'activitat transcripcional, tal i com s’havia descrit
préviament [440]. Mitjangant analisis in silico amb el programa MatInspector, vam
identificar un possible HRE en la posicié -78. Per tal d’avaluar-ne la funcionalitat,
vam realitzar estudis de mutagénesi dirigida. Tal i com es mostra a la Fig. 51, la
mutacio de la seqiiéncia de I'HRE va anul-lar completament I'activacié del promotor
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de FBLN5 promoguda tant per la hipoxia com per la sobre-expressié de HIF-1a.
Aguests resultats suggereixen que I'’element HRE estudiat confereix al promotor de
FBLNS5 la capacitat d’induir-se per hipoxia.
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Figura 51. La hipoxia activa el promotor de FBLN5 a través d’'un HRE situat en
posicio -78. (A) Esquema corresponent a la regié del promotor de FBLN5 analitzada en
els estudis de transfeccid transitoria. S’hi mostra la localitzaci6é de dos elements d’uni6
a Smad (SBE), aixi com la seqiiencia de 'HRE putatiu. Els canvis introduits per
mutagenesi s'indiquen en negreta. (B) El promotor de FBLN5 s’analitza per delecions
seriades amb les construccions reporteres per a la luciferasa pGL3/pFBLN5-1650 (-
1650), pFBLN5-635 i pFBLN5-329. El triangle indica la posici6 de I'HRE, i el triangle
tatxat, 'element mutagenitzat. S'incubaren BAEC en condicions de normoxia o hipoxia
durant 18 h, o es co-transfectaren amb el vector d’expressi6é de HIF-1a (pHIF-1a) o el
corresponent vector buit (pcDNA3). Els valors d’activitat luciferasa s'indiquen com a
unitats arbitraries referides als valors de pFBLN5-1650 en normoxia. Els resultats
s’expressen com a mitjana + SEM (n=9; *, p<0,05: vs. cél-lules en normoxia o vs. cél-lules
co-transfectades amb pcDNA3).
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Figura 52. La hipoxia promou la unié de HIF-1 a I'HRE del promotor de FBLN5.
Es mantingueren cél-lules HeLa en condicions de normoxia o hipodxia, o bé es
transfectaren amb el vector d’expressié de HIF-1a (pHIF-1a) o el corresponent vector
buit (pcDNA3), i se n’obtingueren extractes nuclears. (A) Es determinaren els nivells
nuclears de HIF-1a per Western blot i s’analitzaren els nivells de nucleolina com a
control de carrega. (B) La unié de HIF-1a a 'ADN s’avala mitjangant estudis EMSA,
usant una sonda corresponent a I'HRE putatiu en el promotor de FBLN5 (FBLN5-HRE).
El patré de bandes obtingut s’altera en mutagenitzar 'HRE (FBLN5mut-HRE). L’addicié
d'un anticds especific contra HIF-la (Ab-HIF-1a) va reduir significativament la
intensitat de la banda retardada. Com a control s’utilitza una IgG inespecifica. Les
fletxes indiquen la posicié de les bandes retardades especifiques i 'excés de sonda
lliure. Es mostra un autoradiograma representatiu de dos experiments independents.

EN: extractes nuclears.
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Per tal de determinar la funcionalitat del HRE identificat en els estudis de
transfeccio transitoria, es realitzaren assajos de retard de la mobilitat electro-
foretica (EMSA) en cel-lules sotmeses a hipoxia o bé transfectades amb un vector
d’expressio de HIF-1a (pHIF-1a). Aquests estudis es realitzaren en cél-lules Hela, ja
qgue presenten una eficiéncia de transfeccié superior a la de les HUVEC. Ambdues
estrategies incrementaren els nivells proteics de HIF-1a avaluats en extractes
nuclears (Fig. 52 A).

Els extractes nuclears s’incubaren amb sondes marcades radioactivament
corresponents a I'HRE natiu (FBLN5-HRE) o a la seva forma mutagenitzada
(FBLN5mut-HRE). Els estudis d’EMSA amb la sonda nativa donen lloc a un patré de
dues bandes retardades (Fig. 52 B). Tant la hipoxia com la sobre-expressio de HIF-
la incrementen la intensitat de la banda superior. De fet, les variacions d’intensitat
de les bandes superiors corresponents a les cel-lules exposades a hipoxia o a les
transfectades amb pHIF-1a es correlacionen amb els nivells de HIF-1a detectats en
aquestes cel-lules per Western blot (Fig. 52). La mutacio de I'element putatiu HRE
va canviar el patré de bandes observat anteriorment i va fer desapareixer la
regulacié causada tant per la hipoxia com per la sobre-expressié de HIF-1a.
Finalment, la pre-incubacid d’extractes nuclears de cel-lules incubades amb hipoxia
amb un anticos especific contra HIF-1a va reduir significativament la intensitat de
la banda superior, confirmant la participacié de HIF-1a en els complexes ADN-
proteina analitzats. Aquests resultats indiquen que la hipdxia promou la unié de
HIF-1 a la seqliencia HRE present en el promotor de FBLNS.

Per tal de confirmar que la hipdxia promou la unié de HiF-1 al promotor de FBLNS5,
es realitzaren assajos d'immunoprecipitacié de cromatina (ChlP) en HUVEC mantin-
gudes en condicions de normoxia o d’hipoxia. La cromatina es féu immuno-
precipitar amb un anticos especific per a HIF-1a. L'enriqguiment en sdigncies

reconegudes per HIF s’analitza per PCR amb un parell d’oligonucleotids que
flanquegen I’'HRE del promotor de FBLN5 (-245/+59). De manera consistent amb els
estudis d’EMSA, els resultats obtinguts amb I'analisi per ChIP indiquen que la
hipoxia indueix el reclutament de HIF-1a a la regié proximal del promotor de FBLN5S
(Fig. 53). L'absencia de senyal en les mostres immunoprecipitades amb una IgG
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inespecifica confirma I'especificitat de la técnica. L'analisi d’'una fraccid de
cromatina no immunoprecipitada (input), demostra que la quantitat d’ADN inicial
va ser equivalent entre mostres (Fig. 53 B). Com a control positiu de la téecnica, es
confirma I'laugment en el reclutament de HIF-1a al promotor de VEGF mitjagant

I’'ds d’oligonucleotids especifics (Fig. 53 B). En conjunt, aquests resultats posen de
manifest que la seqiiencia identificada en posicido -78 del promotor de FBLN5
funciona com un HRE, i atorga a aquest promotor la capacitat de regular-se per

hipoxia.
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Figura 53. HIF-1a s’'uneix al promotor de FBLN5 en el-lules hipoxiques. S’analitza
I'associaci6 de HIF-1a amb el promotor de FBLNS5 in vivo mitjan¢ant assajos de ChIP en
HUVEC mantingudes en normoxia o hipoxia durant 24 h. La cromatina es va fragmentar
per sonicaci6 i es va immunoprecipitar amb un anticos contra HIF-1a o amb una IgG
inespecifica de cabra. L'enriquiment en seqliéncies reconegudes per HIF-1 es va
quantificar per PCR en temps real mitjancant oligonucleotids especifics per al promotor
de FBLN5. També es realitzaren reaccions de PCR a partir d’'una mostra d’ADN prévia a
la immunoprecipitacié (input), aixi com un control negatiu amb H,0. (A) Es mostren els
resultats de I'analisi per PCR en temps real corresponent a 'amplificacié del promotor
de FBLN5. Les dades es normalitzaren respecte als valors obtinguts de l'input. Els
resultats s’expressen com la mitjana + SEM de dos experiments independents realitzats
per duplicat (*, p<0,05: vs. cél-lules control). (B) Es mostra l'electroforesi en gel
d’agarosa dels productes amplificats. Com a control positiu, es va amplificar per PCR
convencional la regié flanquejant a 'HRE del promotor del VEGF.
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Un cop establerta la induccidé del promotor de FBLN5 per hipoxia, vam voler ana-
litzar si aquesta regulacié podria estar involucrada en la resposta de supervivéncia
de les CE a la hipoxia. Amb aquest objectiu, es transfectaren HUVEC amb un siRNA
dirigit contra la FBLN5 (siFBLN5) o amb un siRNA control (siRAND) i es mantin-
gueren en condicions de normoxia o hipoxia. El siFBLN5 va inhibir eficientment
I'expressié de FBLN5, tal i com es va confirmar per Western blot (Fig. 54 A),
immunofluorescencia (Fig. 54 C) i PCR en temps real (Fig. 54 B). El silenciament de
FBLNS5 va ser especific i no va afectar I'expressié de FBLN2 o FBLN3 (Fig. 54 B).

o
5

A NORMOXIA _HIPOXIA B =
=) g =) 2 =l
E a I a E
I z
< [ siRAND
FBLNS | s . S = Z " . M siFBLN5
2
ﬁ—actina|—---| z
FBLN5 FBLN2 FBLN3
C
siRAND siFBLN5

Figura 54. El siFBLN5 inhibeix especificament 1’expressi6 de FBLNS5.
Es transfectaren HUVEC amb un siRNA especific contra la FBLN5 (siFBLN5) o un siRNA
control (siRAND) i es mantingueren en condicions de normoxia o hipoxia durant 24 h.
(A) L’analisi per Western blot mostra ’eficiéncia de la inhibicié de la FBLN5 tant en les
cél-lules normoxiques com en les hipoxiques. (B) S’analitzaren per PCR en temps real
els nivells d’ARNm de FBLN2, 3 i 5 en HUVEC transfectades amb siRAND o siFBLN5
(n=9; *, p<0,05: vs. cel-lules transfectades amb siRAND). (C) Imatges representatives de
microscopia confocal mostrant la tinci6 per la FBLN5 (en verd) en HUVEC transfectades
amb siRAND o siFBLN5 i exposades a hipoxia. Els nuclis es marcaren amb Hoechst
(blau); la F-actina es visualitza en vermell. Barres, 10 pm.
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Les ceél-lules normoxiques i hipoxiques es marcaren amb annexina V-FITC i iodur de
propidi (PI) per tal d’identificar-ne les cél-lules apoptotiques (annexina V +, PI -). Tal
i com haviem descrit en estudis previs [424], les HUVEC exposades a hipoxia
mostren una taxa apoptotica superior a les mantingudes en normoxia. L'analisi per
FACS mostra que el bloqueig de I'expressid de FBLN5 en condicions d’hipoxia
augmenta el percentatge de cél-lules apoptotiques (un 19,33 + 0,86% en cél-lules
transfectades amb siRAND vs. un 34,63 + 5,68% en cel-lules transfectades amb
siFBLN5). També s’observa que el silenciament de FBLN5 incrementa I'apoptosi en
les cél-lules normoxiques (Fig. 56).

La reduccié de la supervivéncia cel-lular observada en inhibir la FBLN5 es va
associar a una disminucio dels nivells basals de proteina Akt total i fosforilada, aixi
com a una menor activacié d’Akt en hipoxia. En canvi, I'activacié d’ERK1/2 no es va
veure alterada pel bloqueig de la FBLN5 (Fig. 55). En conjunt, aquests resultats
suggereixen que la induccié de I'expressié de la FBLN5 en hipoxia podria contribuir
a preservar la supervivencia de les CE.
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Figura 55. La inhibicié de la FBLN5 disminueix l'activacié d’Akt en hipoxia. Es
transfectaren HUVEC amb un siRNA especific contra la FBLN5 (siFBLN5) o un siRNA
control (siRAND) i, passades 48 h, s’exposaren a hipoxia durant els temps indicats.
L’efecte de la inhibicié la FBLN5 sobre els nivells d’Akt total (t-Akt) i sobre I'activaci6
d’Akt (p-Akt) i ’ERK1/2 (p-ERK1/2) per hipodxia s’avalua per Western blot.
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Figura 56. La inhibicié de la FBLN5 potencia ’apoptosi en condicions d’hipoxia.
Es transfectaren HUVEC amb un siRNA especific contra la FBLN5 (siFBLN5) o un siRNA
control (siRAND) i es mantingueren en condicions de normoxia o hipoxia durant 24 h.
L’apoptosi (annexina V*, PI) s’avalua pel marcatge d’annexina V/iodur de propidi
analitzat per FACS. (A) Es mostren els resultats d'un experiment representatiu analitzat
per FACS. (B) La grafica mostra els percentatges de cél-lules apoptotiques en cada
condicié experimental. Els resultats s’expressen com a mitjana * SEM (n=9; p<0,05: *,
vs. cel-lules transfectades amb el mateix siRNA i mantingudes en normoxia; T, vs.
cél-lules transfectades amb siRAND i mantingudes en la mateixa condici6
experimental).
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DISCUSSIO

1. Estudi de la regulaci6 de la LOX per hipoxia i dels
mecanismes implicats

La LOX és un enzim essencial per a la funcionalitat dels teixits connectius, gracies a
la seva participacid en la maduracié i manteniment de la MEC [198]. A més a més
del seu paper estructural, aquest enzim esta involucrat en diversos processos
biologics, com la regulacio de I'expressio genica i la migracié cel-lular, I'adhesié o la
transformacié maligna [197, 198]. En els darrers anys ha crescut molt I'interes pel
paper de la LOX i de les LOXL a nivell patologic [219, 280, 300, 338, 430]. De fet,
I'alteracio de I'expressid i I'activitat de la LOX s’ha relacionat amb processos
fibrotics [223, 272], progressié tumoral i metastasi [219], i malalties CDV [110, 199,
240, 255, 441].

L’analisi per immunocitoquimica en artéries coronaries humanes i aortes porcines
ens ha permes constatar que la LOX s’expressa fortament a I'endoteli vascular i
I'adventicia. De fet, estudis previs del nostre grup impliquen la LOX en la regulacié
de la funcié endotelial i de ’'homeostasi vascular. En concret, demostren que la LOX
s’inhibeix per factors de risc aterosclerotic (com la hipercolesterolemia i la
hiperhomocisteinémia) i per citocines pro-inflamatories que promouen disfuncié
endotelial, i que la inhibici6 de la LOX s’associa amb un increment de la
permeabilitat endotelial. Cal destacar que les estatines, farmacs que milloren la
funcié endotelial, normalitzen I'expressié endotelial de LOX tant in vitro com in vivo
[214, 255, 257, 259, 313]. En concordanca amb les nostres observacions, els
ratolins deficients per a la LOX mostren una pérdua d’adhesié de les CE a la lamina
basal, diverses anormalitats vasculars i una alteracié en la morfologia de les CE, fets
que evidencien que aquest enzim és essencial per al correcte desenvolupament del
sistema CDV i per al manteniment de la funcié endotelial [199, 200].

Els nostres resultats mostren un patré d’expressidé diferencial de les diverses
isoformes de la familia LOX en paret arterial sana, aixi com en cel-lules vasculars
endotelials i musculars. Aquests enzims també mostren diferencies en el seu patré
d’expressio tissular [192], fet que suggereix que cadascun d’ells deu desenvolupar
una funcidé especifica. Les caracteristiques dels ratolins deficients per a la LOXL1,
I'isoforma que presenta una estructura més propera a la LOX, reforcen aquesta
hipotesi, ja que mostren alteracions fenotipiques diferents a les observades en els
animals deficients per a la LOX i, al contrari d’aquests darrers, sén viables [199,
359]. Els nostres resultats indiquen una important expressié de LOX en ceél-lules
vasculars, significativament major a la de LOXL1, fet que recolza el paper clau de la
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LOX en la funcié vascular, i que podria explicar els greus defectes vasculars en els
animals deficients per la LOX. D’altra banda, la LOXL1 sembla tenir preferencia per
I'elastina com a substrat, mentre que la LOX pot utilitzar indiferentment tant
I’elastina com el col-lagen [268]. La LOX i la LOXL1 sén els isoenzims classicament
més vinculats al manteniment estructural de la MEC. Sorprenentment, pero,
I’analisi per PCR en temps real en arteries coronaries humanes revela una expressié
de LOXL2 forga similar a la de la LOX, tot i ser un isoenzim sobre el que existeix una
informacié limitada respecte al seu paper en el sistema vascular. Pel que fa a les
isoformes LOXL3 i 4, la seva expressio a la paret vascular és negligible.

Les CMLV sén elements clau en la progressié de |’aterosclerosi: sén el principal
component cel-lular de la neointima en les plaques aterosclerotiques, i son
responsables de la sintesi d’'un ampli ventall de components de la MEC. S’estima
que la LOX és responsable del 80% de I’activitat lisil oxidasa en CML d’aorta [268],
de manera que se la considera la principal isoforma implicada en la deposicié de
MEC a nivell vascular. En concordanca, els nostres resultats mostren que la LOX és
una de les isoformes més expressades en aquestes cel-lules. Sorprenentment i de
forma similar als resultats obtinguts en artéries coronaries humanes, I'expressié de
LOXL2 en CMLV també és equiparable a la de la LOX, i en HUVEC és fins i tot més
elevada. La LOXL2 presenta activitat amino-oxidasa envers el col-lagen i I’elastina in
vitro, tot i que existeix certa controversia, ja que alguns autors afirmen que la seva
activitat catalitica no es pot inhibir per BAPN [442]. Com ja hem indicat, la funcio
vascular de la LOXL2 no és clara, tot i que recentment se I’ha implicat en el control
de I'angiogenesi [443], pero vista la seva elevada expressié en cél-lules vasculars,
caldra clarificar el paper d’aquest isoenzim a la paret vascular.

Com ja hem comentat, l'alteracié de l'activitat LOX s’ha associat a processos
patologics de diferent caire; alguns dels quals, com les malalties CDV o la
progressié tumoral, tenen com a comu denominador I'aparicié de zones hipoxiques
[257, 282, 429]. L’estimul hipoxic promou el remodelat vascular i I'adquisicié d’un
fenotip metastatic, segons el cas [33, 444-446)]. El principal regulador de les
respostes hipoxiques és HIF-1 [142, 447], tot i que aquest factor de transcripcio
també es pot activar per hormones i factors de creixement, independentment dels
nivells d’oxigen, contribuint aixi al control de la funcié vascular [448, 449]. HIF-1
regula multiples respostes, entre elles I'expressié de proteines de MEC en CE [450].
A més a més, HIF-1 controla la transicid d’epiteli a mesénquima i la fibrinogenesi
[303], com a minim en part, a través de la regulacié6 de LOX i LOXL2, ambdues
identificades com a gens de resposta a hipoxia en cél-lules tumorals [217, 219].
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Els resultats presentats en aquest treball indiquen que la hipoxia incrementa els
nivells d’ARNm de LOX en CE, tal i com s’havia suggerit previament en estudis
d’analisi d’expressid a gran escala (microarrays) [450]. Cal tenir en compte que
I'increment de I'expressié de LOX induit per la hipoxia en CE (3 vegades) és molt
inferior al descrit en cél-lules canceroses (120 vegades) o en la linia cel-lular Hep3B
(13 vegades) [217, 302], fet que suggereix que la hipoxia regula I'expressio de la
LOX de manera diferent en funcié del tipus cel-lular. Aixo és el que es dedueix de
les diferéncies en el grau d’induccié de LOX entre teixits vascularitzats observades
en els estudis d’hipoxia sistemica. En aquest model in vivo, la hipoxia indueix
significativament I'expressié de LOX i LOXL2 al pulmé. En canvi, aquestes isoformes
s’incrementen tan sols lleugerament al cervell, un teixit en el que la hipoxia indueix
fortament I'expressié de la EPO (confirmant-hi la hipoxia tissular). De fet, s’ha
descrit que la hipoxia respiratoria indueix la LOX en el teixit adipds blanc, mentre
que la seva expressié decreix en altres teixits com el muscul [451].

L'increment en els nivells d’ARNm de LOX en CE es va correspondre amb un
increment dels nivells proteics (analitzat per immunocitoquimica) i també de
I'activitat lisil oxidasa (avaluat en els sobrenedants de les CE en cultiu). En estudis
previs, Postovit et al. [302] van detectar un fort increment dels nivells de proteina
LOX madura en cél-lules tumorals sotmeses a hipoxia, perd la seva aproximacié
metodologica només va detectar canvis significatius en I'activitat lisil oxidasa
després de re-oxigenar les cél-lules, ja que aquesta activitat requereix oxigen
molecular. Els resultats presentats en aquest treball mostren que la induccié de
I'expressid de la LOX per la hipoxia es produeix per un mecanisme transcripcional,
independent de factors de secrecié autocrins com el VEGF. Com ja hem indicat, la
resposta de les cel-lules a la hipoxia esta dirigida per un conjunt de factors de
transcripcié [424, 452, 453], pero principalment per HIF-1 [142, 447]. S’ha suggerit
qgue, a més de HIF-1, altres factors de transcripciod podrien participar en la induccio
de la transcripcié de la LOX per hipoxia [302]. En concordanca, la DMOG indueix
I’expressio de la LOX en menor grau a com ho fa la hipoxia mateixa, tot i causar un
major increment de HIF que la hipoxia. Aquests resultats sén similars als descrits
per Postovit et al. [302] en utilitzar agents mimétics de la hipoxia. Es més, ni el
bloqueig de HIF-1a mitjarcant siRNA, ni la inhibicid de I'eix mTOR en CE, van
bloquejar eficientment la induccié de la LOX per hipoxia. En aquest sentit, estudis
recents indiquen que en nombroses cel-lules tumorals, la senyalitzacié per Notch
promou un increment en el reclutament de HIF-la al promotor de la LOX,
augmentant aixi la induccié de LOX en condicions d’hipoxia [304]. Una ineficient
interaccio entre Notch i HIF-1a podria explicar la menor induccid de LOX en CE. No

169



170

DISCUSSIO

obstant, els nostres resultats indiquen la participacié d’altres mecanismes
transcripcionals. Mitjancant estudis de mutagénesi dirigida, hem mostrat que I'HRE
préviament implicat en la inducciéd de la LOX per hipoxia en cel-lules tumorals
(HRE/-75) només és responsable d’una part de 'efecte observat en CE. A més a
més, gracies als estudis de delecions seriades del promotor de LOX, vam acotar una
zona que manté la capacitat de respondre a la hipoxia entre les posicions -821 i -
405, regid que no conté I'HRE préviament identificat. En aquest context, vam
centrar la nostra atencié en altres factors de transcripcid, principalment en la
senyalitzacié per Smad, ja que en CE aquesta via participa en les respostes cel-lulars
a la hipoxia. Les proteines Smad s’activen per hipoxia en diversos tipus cel-lulars,
incloent-hi les HUVEC [188, 426, 454]. La cooperacio entre els Smad i HIF-1a esta
ampliament documentada [182, 183]. Els Smad també interaccionen amb altres
factors de transcripcid, com les proteines FoxO, regulant les respostes de les CE a la
hipoxia [455]. En aquest sentit, hem observat que la sobre-expressié de les
proteines Smad 2 i 3, juntament amb Smad 4, promou una major induccié de
I'activitat transcripcional del promotor de LOX en les ceél-lules exposades a la
hipoxia, mentre que I'activitat basal d’aquest promotor en condicions de normoxia
no es va modificar amb aquesta estrategia. Aquest comportament és similar al
descrit per al TGF-B2, que tamB s’indueix per hipoxia en HUVEC de manera
dependent de Smad [426]. No es coneixen amb claredat els mecanismes a través
dels quals les proteines Smad participen en la regulacié per hipoxia en CE. En el cas
del TGF-B2, s’ha suggerit la implicacidé d’un procés autocri en el que la bio-activacio
del TGF-B2 per hipxia promouria la induccié de I'eix B8FSmad [426]. No
obstant, tal i com hem indicat, els nostres resultats descarten la implicacié de
factors autocrins en la regulacié de LOX. Per tant, tenint en compte que la hipoxia
activa multiples cinases intracel-lulars capaces de promoure I'activacié dels Smad
per fosforilacid, es podria especular amb la implicaci6 d’'un mecanisme
independent de TGFBR.

La senyalitzacié per ROS controla molts aspectes de la fisiopatologia de la paret
vascular. Les ROS alteren la funcid vascular i contribueixen al remodelat vascular i a
la reorganitzacié de la MEC associada a malalties CDV com [l'aterosclerosi o la
hipertensid [456]. La induccié d’estres oxidatiu en condicions d’hipoxia ha estat
motiu de controversia, no obstant, s’Tha demostrat que I'exposicié aguda a la
hipoxia provoca un increment en la generacié de ROS per part del complex lll de la
cadena respiratoria. De fet, les ROS generades a la mitocondria sdn necessaries per
a I'estabilitzacié de HIF-1a en resposta a hipoxia, probablement per que inhibeixen
les prolil hidroxilases que menen HIF-1a a la ubiquitinitzacio i posterior degradacié
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proteosomica [175, 176, 425]. Per tant, les ROS semblen ser I'estimul inicial que
vehicula les respostes dependents de HIF-1a en condicions d’hipxia. En aquest
sentit, els nostres experiments amb inhibidors d’estrés oxidatiu evidencien la
rellevancia de la senyalitzacié per ROS en la induccié de la LOX per hipoxia. Aquest
resultat és en certa manera inesperat, tenint en compte que, tot i que les ROS
semblen ser essencials per a la induccié de HIF-1q, el silenciament d’aquest factor
només va contrarestar lleument la induccié de LOX per hipoxia. En aquest sentit,
cal destacar que la NADPH oxidasa, una de les principals fonts de ROS en les CE,
també pot contribuir a la generacié de ROS en condicions d’hipoxia [457], i que el
seu paper en la senyalitzacié dependent d’hipoxia s’ha d’establir amb més claredat.
A més a més, la senyalitzacid per Smad també pot induir I'alliberament de ROS
[458], de manera que el bloqueig de la induccié de LOX causat pels inhibidors
d’estrés oxidatiu pot derivar-se de la inhibicid tant de la via de senyalitzacié de HIF-
1la com de la de les proteines Smad.

En resum, els nostres resultats impliquen les vies de senyalitzacié per Smad i per
ROS en la induccié de la LOX per hipoxia en CE, tot i que caldra precisar quins sén
els mecanismes pels quals HIF-1, els Smad i les ROS modulen [I'activitat
transcripcional de LOX en CE i quines son les consequiencies funcionals d’aquesta
resposta.

2. Analisi de la regulacio de I'expressié genica per la LOX

Tal i com comentavem, les funcions de la LOX no es limiten al seu paper en la
maduracié de la MEC, sin6 que tant la forma cataliticament activa de la LOX com el
seu propéptid intervenen en el control de diverses activitats biologiques, entre les
que en destaca la regulacié de I'expressid génica [198, 430]. Aixi, la LOX regula
I’activitat transcripcional d’altres gens, com ara el col-lagen lll i I'elastina [237, 238],
un efecte probablement relacionat amb la presencia de LOX al nucli i amb la seva
capacitat d’utilitzar les histones H1 i H2 com a substrat [215, 236]. En aquest estudi
hem volgut caracteritzar com afecta la sobre-expressié de LOX al patré d’expressid
de les CE mitjangant una estrategia de microarrays.

Els nostres resultats mostren I'elevada eficiencia del sistema lentiviral utilitzat per a
la sobre-expressié en CE, el qual permet incrementar el nivell de proteina LOX en la
seva forma proteolitzada i cataliticament activa, no només a nivell intracel-lular,
siné també a I'espai extracel-lular. Cal destacar que la sobre-expressié de LOX no es
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compensa per la resta d’isoenzims de la familia de lisil oxidases, els quals, com ja
hem indicat, si bé presenten activitat amino oxidasa, probablement tinguin
substrats i funcions especifiques a la vasculatura [192]. L’analisi d’expressio a gran
escala mitjangant microarrays en CE que sobre-expressen LOX, posa de manifest
gue aquest enzim controla processos de senyalitzacié cel-lular i comunicacio
cél-lula-cel-lula, aspectes que poden repercutir notablement en la fisiopatologia
vascular.

La sobre-expressié de LOX en CE comporta una disminucié molt significativa de
I’expressié de ’A2M, un inhibidor de proteases universal abundant en el plasmai a
I'espai extracel-lular [459]. L'A2M es sintetitza eminentment al fetge, font principal
de I’A2M circulant, no obstant, tant fibroblasts com astrocits, cel-lules tumorals i
macrofags, entre d’altres, poden secretar localment aquesta proteina [460-463].
Tot i que existeix controversia respecte a la seva expressié en CE, 'A2M també s’ha
identificat a I'’endoteli de les artéries coronaries i dels vasos sanguinis que irriguen
I'endometri [464, 465], en concordanca amb els resultats obtinguts en HUVEC.
D’entre les metal-loproteases fortament inhibides per I'activitat A2M, cal destacar-
ne la BMP-1, I’enzim que proteolitza el precursor de la LOX donant lloc a la forma
cataliticament activa [466]. Per tant, la inhibicié de I’A2M promouria un increment
en els nivells de BMP-1 i una major activacié proteolitica de la LOX, permetent aixi
que la sobre-expressié de la LOX es correspongui amb un augment en els nivells de
I’enzim cataliticament actiu. Cal tenir en compte que la BMP-1 també participa en
el processament biosintéetic d’un ampli rang de precursors de la MEC, incloent-hi
col-lagens fibril-lars, pro-laminina-5 i pro-biglica, a més de promoure |'alliberacio
d’un gran nombre de membres de la superfamilia del TGF-B que es troben en
forma latent (BMP-2, BMP-4 o TGF-B1, entre d’altres) [467]. Per tant, sén diversos
els mecanismes a través dels quals la inhibicid de ’A2M potenciaria la sintesi i
deposicié de MEC ja incrementada per la propia sobre-expressié de LOX.

A part d’interaccionar virtualment amb qualsevol proteasa de I'espai extracel-lular
per promoure la seva internalitzacié i degradacié lisosomal, en els darrers anys s’ha
evidenciat I'extraordinaria capacitat de I’A2M per unir-se a un ampli ventall de
citocines i factors de creixement, entre els que es troben el TNF-a, les
interleucines-1B, 2 i 6, el TGF-B1 i el bFGF [459]. En gran part, el significat fisiologic
d’aquestes interaccions es desconeix. S’ha proposat que davant d’una situacid
inflamatoria, la interaccid de ’A2M amb citocines i proteases permetria la rapida
eliminacié d’aquests agents del punt focal en el que s’alliberaren, limitant aixi les
accions perjudicials d’aquests efectors. No obstant, la unid a citocines i factors de
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creixement pot ser reversible i, tal i com s’ha postulat en el cas del TGF-1, 'A2M
podria actuar com a proteina transportadora, dirigint aquests factors a les seves
zones d’accid [468]. A més a més, cal destacar el paper dual de 'A2M en la
regulacié de la trombogenesi i la fibrinolisi: per una banda presenta efectes
anticoagulants, a través de la inhibicié de la trombina, i de 'altra, procoagulants, ja
que suprimeix la formacio del complex anticoagulant APC/proteina S [469-471]. Per
tant, 'A2M tindria la capacitat de modular multiples respostes biologiques en
diferents tipus cel-lulars [459], fet que fa que pugui jugar un paper fonamental en
el desenvolupament de diverses patologies. Queda per establir si la inhibicié de
I’A2M com a conseqliéncia de la sobre-expressido de la LOX podria tenir efectes
fisiopatologics en I’homeostasi de I'endoteli.
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4. Estudi de la regulacié de la FBLN5 per hipoxia i dels
mecanismes implicats

La FBLN5 és una proteina de MEC essencial per a la correcta formacié de les fibres
elastiques [340, 341, 343, 344, 474]. Dirigeix l'elastogénesi mitjancant el
reclutament de components de les fibres elastiques a la proximitat de la superficie
cel-lular [341, 342, 358]. El seu paper en la sintesi de MEC fa que aquesta proteina
sigui clau en processos fisiologics com el desenvolupament, el remodelat de matriu
i la cicatritzacio [340, 371, 373, 410, 475]. L'alteracié de I'expressid de la FBLN5 s’ha
relacionat amb diversos processos fisiopatologics, com el cancer [346] i el prolapse
d’organs pelvics [476], i mutacions en el gen de la FBLN5 s’associen amb
degeneracié macular i amb formes severes de cutis laxa [402, 404]. A més a més
del seu paper estructural, la FBLN5 actua com una proteina multifuncional
involucrada en la senyalitzacié cel-lula-cel-lula i matriu-cél-lula, afectant processos
com la proliferacio, I'adhesid i la migracié [341, 344, 365, 367, 374, 477], aixi com
I'estat redox vascular [364, 412] i la sintesi de proteases de MEC [376, 398]. La
FBLNS5 millora la funcionalitat de les cél-lules vasculars en promoure’n la sintesi
d’agents vasoprotectors com la prostacilina [374, 477]. Per altra banda, inhibeix la
migracié de CMLV envers potents agents quimiotactics com sén el PDGF i el VEGF.
Estudis in vivo amb ratolins deficients per a la FBLN5 sotmesos a dany vascular
indiquen que aquesta proteina és necessaria per a limitar la migracié de CMLV a la
intima [373]. No obstant, en models animals I'expressié de la FBLN5 es troba
augmentada en les lesions aterosclerotiques avancades [340, 344]. Aquesta
aparent contradiccid s’explica si tenim en compte que la induccié de la FBLN5, que
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es produeix en estadis molt avancats de la lesid, pot ser un mecanisme de defensa
que alentiria la progressio de la lesid. Per tant, la FBLN5 també juga un paper clau
en la progressio de la lesié aterosclerotica, procés durant el qual I'engruiximent de
la neointima ddna lloc a la generacid de regions d’hipoxia.

En aquest treball mostrem que la hipoxia indueix I'expressié de la FBLN5 en CE
vasculars de diferents origens (humanes, bovines o murines), aixi com a la linia
cel-lular d’origen epitelial Hela, fet que suggereix que estem davant d’'un procés
generalitzat. En les nostres aproxi-macions, la induccié de I'expressié de la FBLN5
per hipoxia es va traduir en un augment dels seus nivells proteics a I'espai
intracel-lular i extracel-lular, tal i com se’n deriva dels estudis de Western blot, tant
en lisats com en sobrenedants cel-lulars, i de les immunocitoquimiques de CE
cultivades en condicions de normoxia o hipoxia.

La inhibicid amb DMOG de les prolil hidroxilases que menen HIF-1a a la via de
degradacié proteosomica [146] també va incrementar I'expressié de la FBLN5 en
CE, fet que suggereix la implicacié de HIF-1 en la induccid de la FBLN5S per hipoxia.
De fet, el bloqueig de HIF-1a mitjangcant un siRNA especific refor¢a aquesta idea, ja
que va reduir de manera significativa I'increment dels nivells d’ARNm de FBLN5
provocat per la hipoxia. En aquest sentit, la sobre-expressié6 de HIF-la va
augmentar 'activitat transcripcional de la FBLN5 en un grau similar al de la propia
hipoxia. A més a més, la inhibicié de I'eix PI3K/Akt/mTOR, el qual esta involucrat en
la regulacié de HIF-1 [124] i en la induccié de la FBLN5 per el TGF-B1 [440], va
reduir significativament la induccié de la FBLN5 per hipoxia. Tots aquests resultats
apunten a HIF-1 com a responsable de la induccid de I'expressié de la FBLN5. Tot i
que HIF-2 també participa en la resposta adaptativa a I'estres hipoxic, en les
nostres condicions experimentals, la hipoxia va augmentar molt discretament els
nivells proteics de HIF-2a en HUVEC [439]. A més a més, el bloqueig de HIF-2a no
va afectar la induccié de la FBLN5S per hipoxia. Per tant, vam descartar la possible
implicacio de HIF-2a en la regulacié de la FBLNS per hipoxia.

L’estudi de delecions seriades del promotor de la FBLN5 ens va permetre acotar la
regio proximal de 329 pb com a responsable de la induccié de [l'activitat
transcripcional tant per hipoxia com per la sobre-expressid de HIF-1a. L'analisi in
silico d’aquesta seqliencia va evidenciar la presencia d’un dels dos elements de
resposta a Smad presents al promotor de FBLN5 descrits previament [440] i també
d’un HRE putatiu localitzat a -78. Ja hem comentat, en parlar de la LOX, que les
proteines Smad poden estar involucrades en la resposta cel-lular a la hipoxia. No
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obstant, no sembla que sigui el cas, ja que la mutagénesi de la seqliencia de I'HRE
putatiu va fer desapareixer completament la induccié de I'activitat transcripcional
de la FBLN5 per hipoxia. La funcionalitat d’aquest element es va confirmar en
assajos d’EMSA, que mostren com la hipoxia va incrementar la capacitat
d’interaccio d’extractes nuclears a aquesta seqliéncia reguladora, i que identifiquen
HIF-1a com a responsable del patr de retard obse rvat. Els estudis de ChIP van
confirmar que la unié entre HIF-1a i la seqiiéncia HRE situada a -78 en el promotor
de la FBLN5 també es ddéna in vivo, corroborant aixi la funcionalitat d’aquest
element. Existeixen molt pocs estudis que hagin abordat la caracteritzacié del
promotor de la FBLN5, de manera que I’'HRE identificat en aquest estudi és un dels
pocs elements reguladors d’aquest gen descrits fins ara. Per tant, els nostres
resultats identifiquen FBLN5 com a nou gen diana de HIF-1.

La FBLN5 és capag de regular processos de manera especifica segons el teixit i el
tipus cel-lular. En cel-lules vasculars, la FBLN5 regula la proliferacié i motilitat
cel-lulars i I'activitat de proteases de MEC de manera diferent a com ho fa en altres
cel-lules, com els fibroblasts o les cél-lules de fibrosarcoma [376, 398]. Es desconeix
per quin mecanisme la mateixa proteina pot causar efectes fins i tot oposats, pero
podria estar relacionat amb diferencies en la MEC de I’entorn cel-lular o en la unié
de la FBLN5S a integrines. Recordem que, tot i que la FBLN5 promou I'adhesié de
CMLV mitjangant integrines, aquesta unié no va acompanyada de |'activacié de la
senyalitzacio per integrines [344, 365]. De fet, s’"ha proposat que la FBLN5 podria
actuar com a antagonista d’integrines [365], un concepte que obre noves
expectatives per a la FBLN5 com a reguladora de ’homeostasi cel-lular.

Les nostres dades preliminars (no mostrades) suggereixen que la FBLN5 podria
contribuir a la millora de I'adhesié de les CE en hipoxia, en concordanga amb
estudis previs [374]. De fet, la FBLN5 afavoreix I'adhesié de les CE a la MEC, fet que
contribueix a preservar les caracteristiques estructurals i funcionals de Ia
monocapa que conforma l'endoteli [477]. A més a més, la FBLN5 coopera amb la
FBLN2 en el manteniment de la integritat de la paret arterial en resposta al dany,
evitant un remodelat vascular exacerbat [391].

Els nostres resultats indiqguen que la induccié de I'expressié de la FBLN5 en
condicions isquemiques s’associa a la resposta de supervivéncia de les CE a la
hipoxia. En concordanca, s’ha observat que els fibroblasts que presenten una forma
mutada de la FBLN5 propia de la cutis laxa recessiva tenen una major taxa
d’apoptosi, comparat amb els fibroblasts que presenten la FBLN5 nativa [478]. De
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fet, els nostres resultats demostren que el bloqueig prolongat de la FBLN5 redueix
els nivells de proteina Akt total i la seva activacié per fosforilacié en resposta a la
hipoxia. L'activacid d’Akt és critica per a la supervivencia cel-lular a la hipoxia [424,
479] i, per tant, aquests resultats son coherents amb el paper de la FBLN5 en
supervivencia cel-lular. Els mecanismes implicats en el paper protector de la FBLN5
sén complexes i encara no es coneixen amb detall. Recentment, s’ha descrit que la
FBLNS regula la produccié de ROS en CE [412]. A més a més, la FBLNS pot activar la
senyalitzacié via integrines, la qual esta involucrada en supervivéncia cel-lular
[480], tot i que, tal i com hem mencionat anteriorment, segons els casos pugui
actuar com a antagonista d’integrines. L'efecte anti-apoptotic de la FBLN5 que hem
observat podria implicar mecanismes especifics segons el tipus cel-lular, els quals,
units a I'alteracid de I'expressid d’integrines i de la composicié de la MEC que es
produeix en condicions d’hipoxia, compliquen encara més la comprensié dels
mecanismes de senyalitzacié entre MEC i cel-lula [481-483].

La FBLN5 és un component de la MEC que uneix integrines i, per tant, classicament
es considera que la seva activitat biologica depen de la seva localitzacio
extracel-lular. Zhou et al. [484] han descrit recentment que la FBLN5 s’uneix i co-
localitza amb la proteina Nogo-B al citosol i a la superficie de cel-lules Hela, de
manera que Nogo-B facilitaria la secrecié de la FBLN5. No obstant, aquest treball no
analitza si la FBLN5 pot afectar la funcié de Nogo-B ni atribueixen cap “funcio
intracel-lular” a la FBLN5. De fet, no hi ha cap evidéencia que indiqui que la FBLN5
pugui tenir algun paper a nivell intracel-lular. No obstant, tenint en compte que
encara no es comprenen amb claredat els mecanismes moleculars implicats en la
biologia de la FBLNS, i que la hipoxia incrementa tant els nivells intracel-lulars com
extracel-lulars de la FBLN5, no podem descartar que la FBLN5 pugui tenir un paper
intracel-lular en el control de la supervivencia cel-lular. En definitiva, caldra realitzar
més estudis per tal de clarificar els mecanismes pels quals la FBLN5 regula la
supervivencia de la CE.
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CONCLUSIONS

Les conclusions d’aquests estudi per a cadascun dels objectius plantejats han estat

les seglients:

Respecte a I'objectiu 1:

En artéries coronaries humanes, LOX s’expressa principalment a I’'endoteli i
a I'adventicia i és, juntament amb LOXL2, la principal isoforma expressada
en cél-lules vasculars.

La hipoxia indueix I'expressié de LOX en cél-lules endotelials de manera
independent de factors autocrins a través d’'un mecanisme transcripcional
en el que participen proteines Smad i I'estres oxidatiu, i en el que HIF-1
tindria un paper secundari.

La hipoxia sistémica/respiratoria indueix I'expressié de LOX i LOXL2 de
manera especifica segons el teixit.

Respecte a I'objectiu 2:

La sobre-expressid de LOX en cél-lules endotelials mitjancant un sistema
lentiviral indueix canvis en la expressié genica que afecten la senyalitzacio i
la comunicacid cel-lula-cél-lula, d’entre els quals en destaca la inhibicié de
I'A2M.

Respecte a I’objectiu 4:

La hipoxia indueix I'expressid i secrecid de la FBLN5, tant en cél-lules
endotelials de diferent origen, como en cel-lules epitelials.

La regulacié de la FBLN5 per hipoxia es produeix a través d’un mecanisme
transcripcional en el que participa I'eix de senyalitzacié PI3K/Akt/mTOR i el
factor de resposta a hipoxia HIF-1 a través d’un HRE situat a la regio
proximal del promotor de la FBLN5.

La FBLNS5 participa en la resposta de supervivencia de les cel-lules en front a
la hipoxia.
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Medis de cultiu

HUVEC Complet
M199 (Biological Industries)

FBS (Biological Industries) 20%
ECGS (Reactiva) 50ug/ml
Heparina (Sigma-Aldrich) 50upg/ml
L-Glutamina (Gibco BRL) 2mM
Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml
Estreptomicina (Gibco BRL) 0,1 mg/ml
BAEC Complet
RPMI 1640 (Gibco BRL)

FBS (Biological Industries) 10%
L-Glutamina (Gibco BRL) 2mM
Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml
Estreptomicina (Gibco BRL) 0,1 mg/ml

MLEC

DMEM:F12 (1:1) (Gibco BRL)

FBS (Biological Industries) 20%
ECGS (BD Biosciences) 50 pg/ml
Heparina (Sigma-Aldrich) 50upg/ml
L-Glutamina (Gibco BRL) 2mM
Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml
Estreptomicina (Gibco BRL) 0,1 mg/ml

CMLVm

DMEM (Gibco BRL)

FBS (Biological Industries) 20%
Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml
Estreptomicina (Gibco BRL) 0,1 mg/ml
Fungizona (Gibco BRL) 0,25 pg/ml
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CMLV humanes

M199 (Gibco BRL)

FBS (Biological Industries) 20%
Sérum huma 2%
L-Glutamina (Gibco BRL) 2mM
Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml
Estreptomicina (Gibco BRL) 0,1 mg/ml

HelLa i HEK 293T

DMEM (Gibco BRL)

FBS (Biological Industries) 10%
L-Glutamina (Gibco BRL) 2mM
Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml
Estreptomicina (Gibco BRL) 0,1 mg/ml

HEK 293T

DMEM (Gibco BRL)

FBS (Biological Industries) 10%

L-Glutamina (Gibco BRL) 2mM

Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml

Estreptomicina (Gibco BRL) 0,1 mg/ml
Inhibidors

agent efecte

DPI inhibeix flavoenzims

rotenona inhibeix el transport d’electrons mitocondrial

catalasa degradaci6 de H,0,

apocinina inhibeix la NADPH oxidasa

concentracio
5 uM

2 uM

3000 U/ml
100 uM
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Preparacio de bacteris competents

KCI 100 mM MOPS 10 mM
MnClI, 50 mM KCI 10 mM
KA 30 mM CaCl; 75 mM
CaCl, 10 mM Glicerol 15%
Glicerol 15%

Tampons de lisi

TAMPO DE LISI
PER A EXTRACTES PROTEICS CEL-LULARS

Tris-HCI (pH 7,4) 10 mM
SDs 1%
Ortovanadat 1mM
PER A EXTRACTES PROTEICS DE TEIXITS

EGTA 0,5 mM
NaCl 100 mM
Glicerol-2-fosfat 100 mM
HEPES 50 mM
Glicerol 10%
TWEEN 20 0,1%
Inhibidor de proteases (Roche) 1x
DTT 1mM

ChIP

Tris-HCI 1M pH 8,8 16,7 mM
SDS 10% 0,01%
Triton® X-100 al 10% 1,1%
EDTA 500 mM 1,2 mM
NaCI5M 90 mM
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Immunohistoquimica

SOLUCIO DE BOUIN

Solucié saturada d’acid picric 75 ml
Acid acétic 5ml
Paraformaldehid al 40% 25 mi

ALCOHOL ACID AL’1%

Etanol al 70% 99 ml
HCI concentrat 1 ml
Anticossos
ANTICOSSOS dirigits contra referéncia casa usos
Akt 9272 Cell Signaling WB
Akt fosforilada 9271 Cell Signaling WB
ERK1/2 9102 Cell Signaling wB
ERK1/2 fosforilat 9106 Cell Signaling WB
LOX ab31238 Abcam WB, IC
HIF-1a ab16066 Abcam EMSA
HIF-1a NB100—449A Novus WB
HIF-2a ab199 Abcam WB
FBLN5 ab66339 Abcam WB, IHC
FBLN5 ab36611 Abcam IC
FBLNS sc30170 Santa Cruz wB

WB, Western blot; IC, immunocitoquimica; IHC, immunohistoquimica.

siRNA
dirigits contra referéncia casa
FBLNS L-017621-00 Dharmacon
HIF-1a 42840 Ambion
HIF-2a 4699 Ambion
inespecific SilencerTM Negative Control no. 1 Ambion
inespecific ON-TARGETplus siCONTROL D-001810-10  Dharmacon
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Analisi per PCR en temps real

Analisi per PCR en temps real amb SYBR-Green

EPOm sentit
EPOm antisentit

5-GATGGGGGTGCCCGAACGTC-3’
5-GTCGCAGATGAGGCGTGGGG-3’

Sondes Tagman™

especifques Assay-on-Demand™ (Applied Biosystems)

A2M
ARNr 18S
BMP-1
B-actina

COL-1a

LOXL1
LOXL2
LOXL2
LOXL3
LOXL4
MMP-2
MMP-9
MMP-10
TBP

VEGF-A

huma

huma
huma
huma
huma
huma
huma
huma
huma
huma
huma
rata
ratoli
huma
huma
ratoli
huma
huma
huma
huma
huma
huma
ratoli

huma

Hs00163474_m1
4319413E
Hs00241807_m1
Hs99999903_m1
Hs00164004_m1
Hs00355783_m1
Hs00157482_m1
Hs00244575_m1
Hs00197064_m1
Hs00244575_m1
Hs01026149_m1
Hs00184700_m1
Rn01491829_m1
MmO00495386_m1
Hs00173746_m1
Hs00158757_m1
MmO00804740_m1
Hs00261671_m1
Hs00260059_m1
Hs00234422_m1
Hs00234579_m1
Hs00233987_m1
Hs99999910_m1
MmO00446973_m1
Hs00173626_m1

sonda utilitzada per a les BAEC

225






APENDIX 2

Publicacions






[Frontiers in Bioscience E3, 955-967, June 1, 2011]
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1. ABSTRACT

The adaptive response of endothelial cells to
hypoxia involves a substantial remodeling of extracellular
matrix (ECM). In endothelial cells hypoxia up-regulates
lysyl oxidase (LOX), a key enzyme in ECM assembly,
relevant to vascular homeostasis. However, the mechanism
underlying this response has not been established. Hypoxia
up-regulated LOX expression in endothelial cells (HUVEC
and BAEC) and concomitantly increased LOX enzymatic
activity. This effect was independent of autocrine factors
released by hypoxic cells and relies on a transcriptional
mechanism. Both mTOR blockade and HIF-lalpha
knockdown slightly prevented LOX up-regulation by
hypoxia, suggesting that HIF-lalpha is only partially
responsible for this effect. In fact, serial promoter deletion
and mutagenesis studies indicated a limited contribution of
the previously described hypoxia response element (-75
bp). Interestingly, Smad over-expression further increased
LOX transcriptional activity in endothelial cells exposed to
hypoxia. Moreover, the increase in LOX expression
triggered by hypoxia was significantly reduced by reactive
oxygen species (ROS) inhibitors. Thus, our data support a
role of Smad signaling and ROS in the up-regulation of
LOX by hypoxia in endothelial cells.
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2. INTRODUCTION

Hypoxia is associated with pathological
conditions such as cancer, ischemic disorders, chronic
inflammation and atherosclerosis. The decrease in oxygen
tension alters vascular function and affects endothelial cell
physiology triggering and adaptive response that promotes
cell survival and angiogenesis, modulates cell metabolism,
and involves extracellular matrix (ECM) remodeling (1-3).
This latter process entails changes in the composition,
postraslational modification, assembly and deposition of
the ECM, which affect not only its structure and
mechanical properties but also modify growth factor
availability and thereby severely disturb cell homeostasis

Q).

The hypoxia-inducible factor (HIF) 1 is the
master regulator of oxygen homeostasis. HIF-1 is a
heterodimeric  transcription factor composed of a
constitutively expressed beta-subunit (known as aryl
hydrocarbon-receptor nuclear translocator [ARNT or HIF-
Ibeta]) and an oxygen-regulated alpha subunit (2). The
molecular mechanism underlying oxygen sensing is not
entirely understood, but recent advances support the role of
reactive oxygen species (ROS) in hypoxia signaling (4-6).
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Lysyl oxidase (LOX) plays a pivotal role in
ECM scaffolding. LOX is an extracellular copper enzyme
that initiates the covalent cross-linking of collagen and
elastin allowing normal ECM assembly (7,8). There is
growing evidence that LOX plays a relevant role in
vascular homeostasis. This enzyme assures vascular wall
integrity, and participates in endothelial dysfunction
triggered by atherosclerotic risk factors such as
hypercholesterolemia, hyperhomocysteinemia and
proinflammatory cytokines (9-12). LOX expression is
highly up-regulated in tumor cells exposed to hypoxic
stress (13) and, although high-throughput screenings have
demonstrated that hypoxia enhances endothelial LOX
expression (14), the molecular mechanisms that underlie
the hypoxic up-regulation of this enzyme in endothelial
cells have not been well-characterized. This study aims to
clarify the mechanisms involved in LOX regulation by
hypoxia in endothelial cells.

3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Cell culture

Bovine aortic endothelial cells (BAEC;
Clonetics) were cultured in RPMI, supplemented with 10%
FCS (Biological Industries), antibiotics (0.1 mg/mL
streptomycin, 100 U/mL penicillin G) and 2 mM L-
glutamine as previously described (10). Human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC), kindly provided by Dra M
Camacho (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona)
were obtained by collagenase digestion and were cultured
in medium M199 supplemented with 20 mM HEPES, pH
7.4, 30 pg/mL endothelial growth factor supplement, 100
pg/mL heparin, 20% FCS and antibiotics (15). Mouse lung
endothelial cells (MLEC) were isolated from lungs of
C57BL/6 mice by collagenase A (Roche) digestion
followed by selection with intercellular adhesion molecule
2 (ICAM-2) coated magnetic beads (Invitrogen) as
previously described (15). Endothelial cells were used
between third and fifth passage. Cells were maintained in
standard culture conditions (21% O,, 5% CO,, 95%
humidity) until 80% confluent. Hypoxic exposure was
carried out under 1% O,, 5% CO, (balanced with N2) for
the times indicated (Whitley H35 hypoxystation). The
mTOR (mammalian target of rapamycin) inhibitor,
rapamycin (100 nM; Sigma), the inhibitor of mitochondrial
electron transport, rotenone (2 uM), DPI, an inhibitor of
flavoenzymes (5 uM), catalase (3000 U/mL) and apocynin
a NADPH oxidase inhibitor that behaves as a ROS
scavenger in vascular cells (16) (100 uM) were added 1 h
before hypoxia exposure. In some experiments the effect of
recombinant human VEGF (vascular endothelial growth
factor)-A (50 ng/mL; R&D Systems) was assessed. No
cytotoxicity, analyzed by the trypan blue exclusion test and
the XTT based assay for cell viability (Roche), was
observed after the treatment with either of these
compounds.

3.2. Real-time PCR

Total RNA was isolated using UltraspecTM
(Biotecx) following manufacturer’s instructions. RNA (1
pg) was reverse transcribed into cDNA using the High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
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Biosystems) in the presence of random hexamers.
Quantification of mRNA levels was performed by Real-
time PCR using an ABIPRISM 7000 sequence detection
system (Applied Biosystems) and specific primers and
probes provided by the Assay-on-Demand system for LOX
(Hs00184700_m1 for HUVEC and Rn01491829 ml for
BAEC) and VEGF-A (Hs00173626_m1). TATA-binding
protein (TBP) was used as an endogenous control
(Hs99999910 _ml) (17). The efficiency of PCR reactions
was 90-100% based on the slope of calibration curves
(slope between -3.6 and -3.1).

3.3. Immunostaining and confocal microscopy

Endothelial cells were plated at a density of 2 x
10* cells onto 12 mm diameter glass-bottom dishes (Willco
Wells B.V.) coated with gelatin. Cells were maintained in
normoxia or exposed to hypoxia as described above.
Afterwards, cells were fixed with 4% paraformaldehyde,
permeabilized with 0.1% Tween-20 and incubated with a
rabbit polyclonal antibody against LOX (Abcam Ref:
ab31238; 1:100) for 1 h. Then cells were washed and
incubated for 1 h with a fluorescence-conjugated secondary
antibody (goat anti-rabbit Alexa Fluor 488; Molecular
Probes). Nuclei and actin fibers were stained with Hoeschst
33342 and Alexa Fluor 633-phalloidin respectively
(Molecular Probes).

3.4. Lysyl oxidase activity

LOX activity was measured by a high sensitive
fluorescent assay as previously described (9). Briefly,
endothelial cells were seeded in a six-well plate (10°
cells/well), and after 48 h media was replaced by phenol
red-free M199 (Gibco) depleted of serum, antibiotics and
glutamine. Then cells were maintained under normoxia or
exposed to hypoxia for the indicated times. LOX activity
was measured in cell supernatants. An aliquot of the media
(200 pL) was incubated in the presence and absence of 500
umol/L beta-aminopropionitrile (BAPN) at 37°C for 30
min with 1 U/mL of horseradish peroxidase, 10 uM
Amplex red (Molecular Probes) and 10 mM 1,5-
diaminopentane in 1.2 M urea, 0.05 M sodium borate pH
8.2. The reaction was stopped on ice and differences in
fluorescence intensity (excitation wavelength: 563 nm;
emission wavelength: 587 nm) between samples with and
without BAPN were determined.

3.5. Constructs of LOX promoter

The luciferase reporter vector containing 821 bp
of LOX promoter (from -821 to + 83 related to the first
translation start codon ATG) was amplified by PCR and
cloned into the pGL3 basic luciferase reporter vector
(Promega) using the Kpnl-Hindlll restriction sites as
previously described (pLOX-821) (10). Two serial deletion
constructs (-631 to + 83 and -405 to +83) were generated
by PCR amplification (pLOX-631 and pLOX-405
respectively). The hypoxia response element (HRE) site
located at position -75 (13) was mutated using the Quick-
Change II Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
according to the manufacturer’s instructions (18). The HRE
mutation  was  introduced  with  primers:  5’-
GGTTGAAGATTTCTCCTTCCCTCHtTGATTTGAGCC
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CCG-3 and 5’-
CGGGGCTCAAATCA22aaGAGGGAAGGAGAAATCTT
CAACC-3’ (putative sites are underlined and changes are
indicated in lower case letters). The pLOX-821 vector was
used as a template. The HRE mutation introduced by this
strategy is identical to that described by Erler et al (13) and
does not generate any novel element as derived from in
silico analysis (Matlnspector sofware; Genomatix).
Mutations were confirmed by DNA sequencing.

3.6. Transient transfections and Luciferase assays

Transient transfections of BAEC were performed
with Lipofectin™ (Invitrogen) and the pLOX luciferase
constructs described above together with the pSVbeta-gal
(Promega), as previously reported (11). Briefly,
transfections were carried out with 1 pg/well of the pLOX
luciferase construct, 0.3 pg/well of pSVbeta-gal and 3 ul of
Lipofectin. In co-transfection experiments expression
vectors for Smad2, Smad3 or Smad4 (19) (provided by Dr J
Yanagisawa, University of Tsukuba, Japan) were used
together with the corresponding empty vector. The
complexes DNA/liposome were added to the cells for 7 h.
After 24 h, transfected cells were exposed to hypoxia for 18
h. Luciferase activity was measured in cell lysates using
the Luciferase assay kit (Promega) and a luminometer
(Orion I, Berthold detection systems) according to the
manufacturer. Results were normalized by beta-
galactosidase activity using the Enzyme Assay System ™
(Promega).  Beta-galactosidase  activity ~was  not
significantly modified by hypoxia exposure.

3.7. HIF-1alpha siRNA transfection

HUVEC were transfected with a HIF-lalpha
Silencer predesigned siRNA (ID# 42840; Ambion) or a
Silencer™ Negative Controll# using an Amaxa
Nucleofector™ and the HUVEC Nucleofector kit
according to the manufacturer’s instructions (Amaxa) as
previously described (20). Electroporation was carried out
with 1 x 10° cells and 1 pg of siRNA with program U-001.
After electroporation cells were resuspended in 500 pL of
pre-warmed cell culture medium, seeded in 6-well plates
(350.000 cells/well) for 24 h and then subjected to hypoxic
or normoxic conditions. HIF-lalpha knockdown was
verified by Western-blot.

3.8. Western blot analysis

Whole cell protein extracts were resolved by
SDS-PAGE and transferred to nitro-cellulose filters (Bio-
Rad). Blots were incubated with an antibody directed
against HIF-1lalpha (NB100-449A, Novus; 1:500). Bound
antibody was detected after incubation with a HRP-
conjugated goat anti-rabbit IgG and using the SuperSignal
West Dura Extended Duration Substrate (Pierce). Equal
loading of protein in each lane was verified by Ponceau
staining and by beta-actin signal (21).

3.9. Statistical analysis

Data are expressed as mean+/-SEM. Means were
compared by one-factor ANOVA followed by Fisher PLSD
to assess specific group differences. Differences were
considered significant at p < 0.05.
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4. RESULTS

4.1. Hypoxia induces LOX expression in endothelial
cells

To determine whether hypoxia induces LOX
expression in endothelial cells, HUVEC, BAEC and MLEC
were incubated under hypoxic conditions (1% O,) up to 24
h. As previously described, in our culture conditions
hypoxia significantly induced HIF-lalpha protein levels
(data not shown) (18). A similar temporal pattern of LOX
up-regulation was observed in HUVEC and BAEC exposed
to hypoxia (Figure 1A). LOX mRNA levels reached a
maximum after 18 h of hypoxia (3-fold over controls). This
response was also observed in MLEC (data not shown).
The induction of LOX expression in both HUVEC and
BAEC was confirmed in immunohistochemical studies. As
shown in Figure 1B, hypoxia enhanced intracellular LOX
immunostaining. Furthermore, LOX activity significantly
increased in cell supernatants from cells exposed to
hypoxia (control: 100+3.3 vs hypoxia 48 h: 145+13.8;
p<0.05).

4.2. The up-regulation of LOX by hypoxia is
independent of autocrine factors

Hypoxia is a potent inducer of growth factor
secretion in vascular endothelial cells. For this reason, we
analyzed whether autocrine factors released by cells
exposed to hypoxia mediate LOX up-regulation. Under our
culture conditions hypoxia strongly increased VEGF
expression (Figure 2A); however, stimulation of
endothelial cells with VEGF (50 ng/mL) did not modify
LOX mRNA levels (Figure 2B). Furthermore, HUVEC
cultured with conditioned media from hypoxic endothelial
cells did not show changes on LOX expression (Figure 2C).
Thus, we exclude autocrine factors released by endothelial
cells in response to hypoxia as responsible for the up-
regulation of LOX.

4.3. Hypoxia increases LOX transcriptional activity in
endothelial cells

Next we aimed to establish whether hypoxia
could modulate LOX transcriptional activity in endothelial
cells. Pretreatment of BAEC with 5,6-dichloro-beta-D
ribofuranosyl benzimidazole (DRB), a transcriptional
inhibitor, completely prevented the increase in LOX
mRNA levels elicited by hypoxia (Figure 3A). In
agreement, transient transfection studies revealed that
hypoxia induces LOX transcriptional activity about 2-fold
(Figure 3B).

4.4. Rapamycin partially prevented the induction of
LOX by hypoxia

The mTOR pathway is a positive regulator of HIF-1alpha
(22). To characterize the role of this pathway in the
induction of LOX by hypoxia, we analyzed the effect of
rapamycin (a mTOR inhibitor) on both HIF-1alpha protein
and LOX mRNA levels. Western blot analysis confirmed
that rapamycin prevented the induction of HIF-lalpha
protein levels caused by hypoxia (Figure 4A). However, the
increase in LOX mRNA levels observed in hypoxic cells
was only partially blocked by rapamycin (Figure 4B).
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Figure 1. Hypoxia increases LOX expression in endothelial cells. (A) HUVEC (filled circles) or BAEC (empty diamonds) were
maintained under normoxic conditions (21% O,) or exposed to hypoxia (1% O,) during different times and LOX mRNA levels
were evaluated by real-time PCR. Data were normalized by TBP. Results are expressed as mean + SEM (n=9; p<0.05: *, vs.
control HUVEC [normoxia]; T, vs. control BAEC [normoxia]). (B) HUVEC and BAEC were maintained under normoxia or
exposed to hypoxia for 48 h and LOX was analyzed by immunocytochemistry. LOX staining is shown in green. Cells were
counterstained with Hoescht to highlight nuclei (blue) and with an Alexa Fluor 633-phalloidin antibody to visualize F-actin (red).

Bar: 20 pm.

4.5. HIF-1alpha inhibition partially abrogated hypoxia-
induced LOX up-regulation

To further evaluate the contribution of HIF-
lalpha in LOX regulation, knockdown experiments using
siRNA targeting HIF-1lalpha were conducted in HUVEC.
HIF-1alpha—siRNA suppressed the increase on HIF-1alpha
protein levels triggered by hypoxia (Figure 5A) and
strongly reduced HIF-lalpha mRNA levels (to a 32.42%;
»<0.001). The up-regulation of LOX induced by hypoxia
was only partially prevented by HIF-lalpha silencing
(Figure 5B). Therefore, data from figures 3 and 4 indicate
that HIF-lalpha is only partially responsible for the
hypoxia-induced up-regulation of LOX in endothelial cells
and suggest that other mechanisms should be involved in
this process.

4.6. ROS signaling is involved in hypoxia-induced LOX
up-regulation

It has been recently demonstrated that ROS play
a critical role in hypoxia signaling (4,5,23). In this context,
we aimed to characterize the role of hypoxia-induced ROS
generation on LOX expression using a pharmacological
approach. As shown in Figure 6 the increase of LOX
mRNA levels elicited by hypoxia in HUVEC was
significantly reduced by DPI, rotenone, catalase and
apocynin supporting that ROS signaling is involved in
LOX up-regulation by hypoxia in endothelial cells.

4.7. Smad pathway is involved in the increase of LOX
transcriptional activity induced by hypoxia

To more accurately establish the contribution of
HIF-lalpha to the hypoxic up-regulation of LOX in
endothelial cells, site-directed mutagenesis targeting a
previously reported HRE located at -75 bp in LOX
promoter (HRE/-75) (13) was carried out. As observed in
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Figure 7A, when HRE/-75 was mutated basal activity of
LOX promoter decreased but this strategy only partially
reduced hypoxia responsiveness. In fact, hypoxia was still
able to significantly increase LOX promoter activity. By
serial deletion studies we determined that a promoter region
located between positions -821 to -405 is involved in
hypoxia-induced LOX up-regulation (Figure 7B). By in
silico analysis we did not identify any putative HRE in this
region, but it contains several putative Smad binding
elements (SBEs). Because signaling via Smad proteins
mediates hypoxic responses in endothelial cells (24) we
analyze their ability to modulate LOX transcriptional
activity. Smad2 and/or Smad3 were co-transfected in
BAEC with Smad4 under normoxia or hypoxia. Smad
over-expression elicited a further increase in pLOX-834
activity in BAEC exposed to hypoxia, while it had not
significant consequences on LOX promoter activity in
normoxic conditions (Figure 8). These data support a
contribution of Smad signaling on LOX up-regulation by
hypoxia.

5. DISCUSSION

We have previously demonstrated that LOX, a
key enzyme for the maintenance of ECM stability, regulate
endothelial cell function and seems to play a key role in
vascular homeostasis (9,10,12,25,26). In fact, LOX is
strongly expressed in the endothelium of healthy coronary
arteries (12), suggesting that this cell monolayer
significantly contributes to vascular LOX activity, although
the relative contribution of endothelial cells versus vascular
smooth muscle cells (VSMC) has not been analyzed.
Interestingly, disturbed LOX activity has been associated
with cardiovascular diseases as well as with tumor
progression (26-28) pathologies in which hypoxia is a
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Figure 2. The increase in LOX expression elicited by hypoxia is not mediated by autocrine mechanisms. (A) HUVEC were
maintained under normoxic conditions or exposed to hypoxia during the times indicated and VEGF mRNA levels were analyzed.
(B) LOX mRNA levels were evaluated in HUVEC cells stimulated with VEGF (50 ng/mL) during different times. (C) LOX
mRNA levels from HUVEC stimulated during the times indicated with conditioned media from cells maintained under normoxia
or hypoxia for 18 h. Data are expressed as mean = SEM, (n=9; p<0.05: *, vs. control cells).

common enviromental factor that promotes vascular
remodeling and triggers a metastatic phenotype
respectively (29-32). HIF-1 is the master regulator of
hypoxic responses (1,2). HIF-1 could also be activated in
an oxygen-independent manner by hormones and growth
factors further contributing to the control of vascular
function (33, 34). Among many other effects HIF-1
modulates the expression of ECM proteins in endothelial
cells (14). Furthermore, HIF-1 controls epithelial-
mesenquimal transition and fibrogenesis (35), at least in
part, through the regulation of LOX and LOX-like 2
(LOXL2), both identified as hypoxia targets in tumor cells
(13,36). In the present study we demonstrated that both
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HIF-1-dependent and independent mechanisms underlie the
induction of LOX expression by hypoxia in endothelial
cells and that ROS participate in the signaling pathways
involved in such effect.

Our data show that hypoxia increases LOX
mRNA levels in endothelial cells as it has been
previously demonstrated by high-throughput microarray
approaches (14). It should be noted that the increase in
LOX expression induced by hypoxia in endothelial cells
(3-fold) is markedly lower than that reported in breast
cancer cells (120-fold) or in Hep3B cells (13-fold)
(36,37), suggesting that hypoxia regulates LOX
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Figure 3. Hypoxia up-regulates LOX transcriptional activity. (A) LOX mRNA levels were evaluated in BAEC exposed to
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Figure 4. The mTOR pathway is only partially involved in the up-regulation of LOX by hypoxia in endothelial cells. BAEC
were preincubated with rapamycin (100 nM) and exposed to normoxia (Norm, controls) or hypoxia (Hyp, 24 h). (A) HIF-1alpha
(HIF-1) protein levels were analyzed by Western-blot. Beta-actin (actin) levels were used as a loading control. A representative
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Figure 5. HIF-1lalpha silencing partially abrogates hypoxia-induced LOX up-regulation in HUVEC. HUVEC were transfected
with a HIF-1lalpha specific siRNA (siHIF-1) or a control siRNA (siRandom) and exposed to normoxia or hypoxia during 24 h.
(A) Western blot assays confirm the blockade of HIF-1lalpha (HIF-1) protein levels by siHIF-1. Beta-actin (actin) levels were
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expressed as mean = SEM (n=9; p<0.05: *, vs. normoxic cells transfected with the same siRNA; t, vs. hypoxic cells transfected
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expression in a cell-type specific manner. In fact, under
respiratory hypoxia LOX is up-regulated in white
adipose tissue, whereas its expression decreases in other
tissues such as muscle (38). Interestingly, the up-
regulation of LOX mRNA levels was associated to an
increase in both LOX protein levels (analyzed by
immunocytochemistry) and activity (evaluated in cell
supernatants). In previous studies Postovit ef al. (37) also
reported a marked increase in mature LOX protein levels
in tumor cells exposed to hypoxia, but their approach
only detected significant changes in LOX activity after
cell re-oxygenation, because LOX catalytic activity
requires molecular oxygen.

We have shown that in endothelial cells the
increase in LOX expression triggered by hypoxia relies
on a transcriptional mechanism and seems to be
independent of the autocrine secretion of factors such as
VEGF. Cell response to hypoxia is mediated by a
network of transcription factors (18,39,40), but
particularly by HIF-1 (1,2). It has been suggested that
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besides HIF-1 other transcription factors could
participate in the transcriptional up-regulation of LOX
under hypoxia, although these factors have not been
identified (37). Accordingly, HIF-lalpha silencing or
inhibition of the mTOR axis in endothelial cells only
slightly prevented LOX up-regulation by hypoxia. In this
regard, recent findings indicate that in several tumor
cells Notch signaling promotes an increase in HIF-1alpha
recruitment to LOX promoter and thereby enhances
hypoxia-induced activation of LOX transcription (41).
Whether the low up-regulation of LOX in endothelial
cells as compared to other cell types is due to a defective
interaction between Notch and HIF-1alpha in these cells
is currently unknown, however, our data support the
participation of other transcriptional mechanisms. In fact,
by site-directed mutagenesis we show that the previously
reported HRE responsible for hypoxia-dependent LOX
up-regulation in tumor cells (HRE/-75) is only
responsible for a part of the observed -effect.
Furthermore, by serial deletion studies we located a
hypoxia-responsiveness region between 821 to 405 bp
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Figure 6. ROS signaling is involved in the up-regulation of LOX by hypoxia in endothelial cells. LOX expression was
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upstream the transcription start site. In this context, we
focused our attention on other transcription factors,
specifically in Smad signaling that in endothelial cells
participates in cellular responses to hypoxia. Smads are
activated by hypoxia in different cell types including
HUVEC (24,42,43) and a cooperation between Smad and
HIF-lalpha signaling has been extensively reported
(44,45). Furthermore, Smads also interact with other
transcription factors such as FoxO proteins regulating
endothelial cell responses to hypoxia (46). In this
context, we have observed that Smad2/3/4 over-
expression elicited a further increase in LOX promoter
activity in endothelial cells exposed to hypoxia, while
baseline LOX transcriptional activity was unaffected by
Smad co-transfection under normoxic conditions. This
behavior is similar to the Smad-dependent up-regulation
of TGF (transforming growth factor) beta-2 by hypoxia
reported in HUVEC (24). The mechanism underlying
hypoxia-dependent Smad activation is unclear. It has
been related with an autocrine process in which
bioactivation of TGFbeta-2 by hypoxia results in the
induction of the TGFbetaR/Smad axis. As we have
indicated above, however, our data ruled out the
involvement of autocrine factors. Therefore, since
hypoxia activates multiple intracellular kinases able to
promote Smad activation by phosphorylation, a
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TGFbetaR-independent mechanism could not be ruled
out.

ROS signaling controls several aspects of the
pathophysiology of the vascular wall. ROS alter vascular
function and contribute to vascular remodeling and ECM
reorganization associated to cardiovascular diseases such
as atherosclerosis or hypertension (47). Although the
induction of oxidative stress under hypoxia has been
surrounded by some controversy, it has been
demonstrated that acute exposure to hypoxia results in a
sudden increase in ROS generation by mitochondrial
complex III. In fact, mitochondrial ROS are required for
hypoxia-dependent HIF-1alpha stabilization, probably by
direct inhibition of prolyl hydroxylases that target HIF-
lalpha for ubiquitination and proteasomal degradation
(4,5,23); thus ROS seem to be the initial stimulus that
triggers HIF-1alpha -dependent responses under hypoxia.
Interestingly, our experiments in the presence of
oxidative stress inhibitors evidenced the relevance of
ROS signaling in LOX up-regulation by hypoxia. This
result is somewhat unexpected given that ROS seem to
be essential for HIF-1alpha up-regulation but HIF-1alpha
silencing only slightly limited the induction of LOX by
hypoxia. In this regard, it should be noted that NADPH
oxidase, one of the major sources of ROS in endothelial
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cells, could also contribute to hypoxic ROS generation
(48) and that its role in hypoxia-dependent signaling has
not been clearly established. Furthermore, Smad
signaling is also able to induce ROS release (49) and
hence, the effect of ROS inhibition on LOX expression
should be derived from the blockade of both HIF-1alpha-
and Smad-dependent signaling pathways.

In summary, our data support the contribution of Smad
and ROS signaling in LOX up-regulation by hypoxia in
endothelial cells. Further studies will be required to more
accurately define the mechanisms through which the
crosstalk between HIF-1, Smad and ROS signaling
pathways modulates LOX promoter activity and to
establish the functional consequences of LOX up-
regulation by hypoxia in endothelial cells.
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Hypoxia modulates gene expression and affects multiple
aspects of endothelial cell biology. Fibulin-5 (FBLN5) is an ex-
tracellular matrix protein essential for elastic fiber assembly
and vasculogenesis that participates in vascular remodeling
and controls endothelial cell adhesion, motility, and prolifera-
tion. In this context, we aimed to analyze FBLN5 regulation by
hypoxia in endothelial cells. Hypoxia (1% O,) increased FBLN5
mRNA levels in endothelial cells in a time-dependent manner.
Maximal induction (~2.5-fold) was achieved after 24 h of hy-
poxia. This effect paralleled an increase in both intracellular
and extracellular FBLN5 protein levels. The increase in FBLN5
mRNA levels observed in hypoxic cells was blocked by inhibi-
tors of the PI3K/Akt/mTOR pathway (LY294002 and rapamy-
cin) and mimicked by dimethyl oxal glycine, which prevents
proline hydroxylase-mediated degradation of HIF-1a. Silenc-
ing of HIF-1a completely prevented hypoxia-induced FBLN5
up-regulation. Accordingly, both hypoxia and HIF-1« overex-
pression increased FBLN5 transcriptional activity. Serial pro-
moter deletion and mutagenesis studies revealed the involve-
ment of a putative hypoxia response element (HRE) located at
—78 bp. In fact, EMSA and ChIP assays demonstrated in-
creased HIF-1 binding to this site in hypoxic cells. Interest-
ingly, the rate of endothelial cells undergoing apoptosis in cul-
tures exposed to hypoxia increased in FBLN5 knockdown cells,
suggesting that hypoxia-induced FBLN5 expression contrib-
utes to preserve cell survival. These results provide evidence
that HIF-1 signaling underlies the increase of FBLN5 expres-
sion elicited by hypoxia in endothelial cells and suggest that
FBLNS5 induction could be involved in the adaptive survival
response of endothelial cells to hypoxia.
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Endothelial cells are primary sensors to the hypoxic stress
characteristic of some physiological processes and diseases
such as cancer, ischemic disorders, chronic inflammation, and
atherosclerosis. The adaptive response of endothelial cells to
hypoxia involves a complex coordinated response affecting
multiple aspects of endothelial cell biology (1). Hypoxia is the
major driving force for neovascularization through the modu-
lation of a cascade of genes and proteins that promote endo-
thelial cell sprouting and proliferation (2). Furthermore, hy-
poxia triggers cell survival, activates DNA repair processes,
enhances glucose uptake and metabolism, alters vascular tone
and coagulant function, modulates endothelial permeability
and cell adhesive properties, and promotes extracellular ma-
trix (ECM)* remodeling (1, 3, 4).

The hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a critical media-
tor of cellular responses to hypoxia (2). HIF-1, the prototype
of this family, is a heterodimeric basic helix-loop-helix tran-
scription factor composed of HIF-1f (constitutive subunit)
and HIF-1a (oxygen-sensitive subunit). In normoxic condi-
tions, HIF-1a is degraded by a mechanism involving hydroxy-
lation of two prolyl residues by specific prolyl hydroxylases,
ubiquitylation, and proteasomal degradation through a von
Hippel-Lindau-dependent pathway. Conversely, under hy-
poxic conditions, HIF-1a hydroxylation is inhibited leading to
increased HIF-1« levels that, in turn, results in an enhance-
ment of HIF-1-dependent transcriptional responses (5-7).
HIF-1 controls multiple aspects of endothelial behavior in-
cluding cell proliferation, chemotaxis, ECM penetration, and
wound healing (8).

Fibulin 5 (FBLNS5) is a widely expressed ECM glycoprotein
that colocalizes with elastic fibers and is essential for proper
elastic fiber assembly and vasculogenesis (9—13). Altered
FBLNS5 expression has been linked to several pathological
processes, including tumor progression (14). In the vascular
wall, the up-regulation of FBLN5 observed in atherosclerotic
plaques and in neointimal thickening induced by balloon in-
jury suggests its role in vascular remodeling (10, 15, 16). In
fact, FBLN5 binds to «, 5, 85, and a3, integrins and pro-

4 The abbreviations used are: ECM, extracellular matrix; FBLN, fibulin; HIF,
hypoxia-inducible factor; BAEC, bovine aortic endothelial cells; HUVEC,
human umbilical vein endothelial cells; mTOR, mammalian target of ra-
pamycin; VEGF, vascular endothelial growth factor; HRE, hypoxia re-
sponse element; P, propidium iodide.
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motes endothelial cell adhesion via its Arg-Gly-Asp (RGD)
motif (10, 11, 15). Furthermore, it has been reported that
FBLNG5 inhibits endothelial and vascular smooth muscle cell
proliferation and migration (16 -18) and displays anti-angio-
genic properties both in vivo and in vitro (19, 20).

FBLNG5 has been associated with different vascular pro-
cesses involving ECM remodeling; however, little is known
about the mechanisms underlying its regulation in vascular
cells. This study identifies FBLN5 as a hypoxia-responsive
gene in endothelial cells, dissects the molecular mechanisms
underlying this regulation, and delineates its biological
significance.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture—Bovine aortic endothelial cells (BAEC;
Clonetics) were cultured in RPMI 1640 (Invitrogen), supple-
mented with 10% FCS (Biological Industries), antibiotics (0.1
mg/ml streptomycin, 100 units/ml penicillin G), and 2 mm
L-glutamine (Invitrogen) as described previously (21). Human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were obtained by
collagenase digestion and cultured in medium M199 (Biologi-
cal Industries) supplemented with 20 mm HEPES, pH 7.4 (In-
vitrogen), 30 ug/ml endothelial cell growth supplement (Mil-
lipore), 100 wg/ml heparin (Sigma), 20% FCS, and antibiotics
(22). Mouse lung endothelial cells were isolated from lungs of
C57BL/6 mice by collagenase A (Roche Applied Science) di-
gestion followed by selection with intercellular adhesion mol-
ecule 2-coated magnetic beads (Invitrogen) as described pre-
viously (23). Endothelial cells were used between the third
and fifth passage. The human epithelioid carcinoma HeLa cell
line was cultured in DMEM (Invitrogen) supplemented with
10% ECS and antibiotics. Cells were maintained in standard
culture conditions (21% O,, 5% CO,, 95% humidity) until sub-
confluence. Cells were exposed to hypoxia (1% O,, 5% CO,,
balanced with N,) in a Forma Series II hypoxic incubator
(model 3141; Thermo Electron Corp.). The mammalian target
of rapamycin (mTOR) inhibitor rapamycin (100 nm; Sigma)
and PI3K inhibitor LY294002 (10 um; Calbiochem) were
added 1 h prior the hypoxic stimulus. No cytotoxicity, ana-
lyzed by the trypan blue exclusion test and the XTT-based
assay for cell viability (Roche Applied Science), was observed
after the treatment with either of these compounds.

Real-time PCR—Total RNA was isolated using Ultraspec™
(Biotecx) following manufacturer’s instructions. RNA (1 png)
was reverse transcribed into cDNA using the High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) in the
presence of random hexamers. Quantification of mRNA levels
was performed by real-time PCR using an ABI PRISM
7900HT sequence detection system (Applied Biosystems) and
specific primers and probes provided by the Assay-on-
Demand system for FBLN2 (Hs00157482_m1), FBLN3
(Hs00244575_m1), FBLN5 (Hs00197064_m1), HIF-1«
(Hs00153153_m1), HIF-2a (Hs01026149_m1), and vascular
endothelial growth factor (VEGF)-A (Hs00173626_m1).
TATA-binding protein was used as an endogenous control
(Hs99999910_m1) (24). Each sample was amplified in
duplicate.
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Confocal Microscopy—HUVEC were plated at a density of
2 X 10* cells onto 12-mm diameter glass-bottomed dishes
(Willco Wells B.V.) coated with gelatin. Cells were main-
tained in normoxia or exposed to hypoxia as described above.
Afterward, cells were fixed with 4% paraformaldehyde and
permeabilized with 0.5% Tween® 20. The permeabilization
step was avoided in those experiments aimed to demonstrate
the extracellular localization of FBLN5. Then, cells were incu-
bated with a mouse monoclonal antibody against FBLN5 (Ab-
cam (ab36611); 1:2000) for 1 h, washed, and incubated for 1 h
with a fluorescence-conjugated secondary antibody (donkey
anti-mouse Alexa Fluor 488; Molecular Probes). Nuclei and
actin fibers were stained with Hoechst 33342 and Alexa Fluor
633-phalloidin, respectively (Molecular Probes). Fluorescence
images were acquired with a Leica DMIRE2 confocal micro-
scope using Leica Confocal Software.

FBLNS5 Promoter Constructs—A 1667-bp fragment of the
human FBLNS5 promoter (—1650 to +17 related to the start
codon) was amplified by PCR from genomic DNA and cloned
into the pGL3 basic luciferase reporter vector (Promega) us-
ing KpnI-Xhol restriction sites (pFBLN5-1650). Two serial
deletion constructs (—635 to +17 and —329 to +17) were
generated by PCR amplification from pFBLN5-1650
(pFBLN5-635 and pFBLN5-329, respectively). Primers used
were: pFBLN5-1650 (upper primer), 5'-TTAAGGTACC-
CCTTTGGTTGCCCCTTACTTTATT-3'; pFBLN5-635
(upper primer), 5'-GAGTTCGGTACCCTTTCCTTCCG-
GAGGCGA-3’; pFBLN5-329 (upper primer), 5'-TGTA-
ATCGGTACCAGCTGTGTCCAGACTG-3'; and the reverse
primer, 5'-TAACTCAGGTCCAAGACGCGCGAGGAG-
GAGATGCGAA-3'. (The Kpnl sites in upper primers and the
Xhol site in the reverse primer are underlined.) All constructs
were confirmed by DNA sequencing.

Transient Transfection Assays— Transient transfections of
BAEC were performed with Lipofectin™ (Invitrogen) and
the FBLN5 constructs described above together with pSV -
galactosidase as an internal control (Promega) (25). In co-
transfection experiments, performed in cells maintained
under normoxic conditions, a HIF-1« expression vector
(pHIF-1a), kindly provided by Dr. L. E. Huang (Laboratory of
Human Carcinogenesis, NCI, National Institutes of Health,
Bethesda, MD), or the corresponding empty vector
(pCDNA3) were used (26). Transient transfection assays of
subconfluent BAEC were performed in six-well plates with 1
pg/well of the indicated construct, 0.3 pg/well of pSV - ga-
lactosidase, and 3 ul of Lipofectin™., The complexes DNA/
liposome were added to the cells for 7 h. After 24 h, trans-
fected cells were exposed to hypoxia for 18 h. Luciferase
activity was measured in cell lysates using the Luciferase
assay kit (Promega) and a luminometer (Orion I, Berthold
Detection Systems) according to the manufacturer. Results
were normalized by B-galactosidase activity using the En-
zyme Assay System™ (Promega). In some EMSA experi-
ments, HeLa cells grown in 100-mm? plates were trans-
fected with 8 ug/plate of the HIF-1« expression vector
(pHIF-1) or its corresponding empty vector (pcDNA3)
and 32 ul of Lipofectamine™ (Invitrogen). Cells were incu-
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FIGURE 1. Hypoxia increases FBLN5 expression. BAEC were maintained under normoxic conditions (white bars), exposed to hypoxia (1% O,; black bars)
during different times or treated with dimethyl oxal glycine (0.5 mm, 24 h; gray bar). A, FBLN5 mRNA levels were evaluated by real-time PCR and were nor-
malized by TATA-binding protein expression levels. Data are expressed as mean = S.E. (n = 9; *, p < 0.05 versus control cells). B, HIF-1« protein levels were
evaluated in cell lysates by Western blot. Unchanged levels of B-actin are shown as a loading control (Norm, normoxia). Autoradiograms are representative
of two independent experiments performed in duplicate. C and D, FBLN5 mRNA levels were analyzed in HUVEC (C) and Hela (D) exposed to hypoxia for

24 h. Data are expressed as mean = S.E. (n = 9; *, p < 0.05 versus control cells). £, HUVEC and HeLa were maintained under normoxia or exposed to hypoxia
for 48 h. FBLN5 protein levels were analyzed by Western blot from whole-cell extracts or supernatant from cell cultures. B-Actin levels were used as a load-
ing control. A representative autoradiogram of three independent experiments performed by duplicate is shown. F, FBLN5 localization was analyzed by
immunocytochemistry in HUVEC maintained in normoxia (a and c) or exposed to hypoxia (b and d). In permeabilized cells, intracellular FBLN5 staining
(green) was detected in the perinuclear region and in cell periphery (a and b). Extracellular localization was analyzed in nonpermeabilized cells (c and d).
Cells were counterstained with Hoechst to highlight nuclei (blue) and with Alexa Fluor 633-phalloidin to visualize F-actin (red). Bar, 10 um.

bated for 3 h with the DNA-liposome complex. Plates were
processed to obtain nuclear extracts 40 h after transfection.
Site-directed Mutagenesis—The FBLNS HRE site located at
position —78 was mutated using the QuikChange II Site-di-
rected mutagenesis kit (Stratagene) according to the manu-
facturer’s instructions (27). The HRE mutation was intro-
duced with primers: 5'-CAGAGGAGGCCGtttTGCCCGAG-
CTCCTCC-3' and 5'-GGAGGAGCTCGGGCAaaaCGGCC-
TCCTCTG-3' (putative site is underlined, and changes are
indicated in lowercase letters) using the pFBLN5-329 vector
as a template. Mutation was confirmed by DNA sequencing.
SiRNA Transfection—Silencer predesigned siRNA targeting
HIF-1a (42840, Ambion), HIF-2« (54699, Ambion), FBLN5
(L-017621-00; Dharmacon) or the corresponding control
siRNAs, Silencer™ Negative Control no. 1 (Ambion) and
ON-TARGETplus siCONTROL (catalog no. D-001810-10;
Dharmacon) were transfected in HUVEC using an Amaxa
Nucleofector™ and the HUVEC Nucleofector kit according

ASEN
YASEVE\
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to the manufacturer’s instructions (Amaxa) as described pre-
viously (28). Briefly, electroporation was carried out with 1 X
10° cells and 1 ug of siRNA with the U-001 program. After
electroporation, cells were resuspended in 1.5 ml of pre-
warmed cell culture medium and seeded in six-well plates
(350,000 cells/well). After 24 h, cells were subjected to hy-
poxic or normoxic conditions. Gene knockdown was verified
by real time-PCR and/or Western-blot as indicated.

Nuclear Extract Preparation—HeLa cells were grown in
100-mm dishes under normoxic or hypoxic conditions for
24 h. Alternatively, HeLa were transfected with the HIF-1«
expression vector (pHIF-1a) or its corresponding empty vec-
tor (pcDNA3) as described above. Cells were collected in ice-
cold PBS and nuclear extracts were obtained using the Nuc-
Buster Protein Extraction Kit (Novagen) according to the
manufacturer’s recommendations. Proteins were quantified
by the BCA protein assay'™ (Pierce), and nuclear extracts
were aliquoted and stored at —80 °C until used. The increase
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in nuclear levels of HIF-1« elicited by either hypoxia or
HIF-1a overexpression was verified by Western blot.

EMSA—Two double-stranded DNA probes, one containing
the putative wild-type HRE element present in the FBLNS
promoter (positions from —78 to —74) and the other mutated
at three bases of this HRE, were generated from the annealing
of single-stranded complementary oligonucleotides as follows:
FBLN5-HRE, 5'-GAGGAGGCCGACGTGCCCGAGCTCC-3’
and its complement; and FBLN5mut-HRE, 5'-GAGGAGGC-
CGTTTTGCCCGAGCTCC-3' and its complement. (Wild-
type and mutated HRE sites are underlined.) Purified probes
were end-labeled with [y-*?P]ATP (PerkinElmer Life Science)
and T4 polynucleotide kinase (Roche Applied Science) (29).
EMSA assays were performed using the Novagen’s EMSA
accessory kit. Briefly, nuclear proteins (4 ug) were incubated
for 15 min on ice with 0.01 units poly(dI-dC)-poly(dI-dC) and
500 ng of sonicated salmon sperm DNA, in 20 mm HEPES, pH
8,0.2 mMm EDTA, 100 mm KCI, 20% glycerol, and 0.5 mm
DTT. Approximately 40,000 cpm of the appropriate 3*P end-
labeled probe were then added to the reaction mixture and
incubated for 30 min on ice in a final volume of 20 wl. For the
supershift assay, 2 ug of an anti-HIF-1« antibody (ab16066;
Abcam) were added to the reactions. Protein-DNA complexes
were resolved by electrophoresis at 4 °C on 5% polyacryl-
amide, 5% glycerol gels in 0.5X TBE. The gels were dried and
subjected to autoradiography using a Storage Phosphor
Screen (GE Healthcare). Shifted bands were detected using a
Typhoon 9400 scanner (Amersham Biosciences).

ChiP Assay—ChIP assays were performed using the HIF-1a
ExactaChIP™ kit according to the manufacturer’s protocol
(R&D Systems). Briefly, HUVEC cultured under normoxic
and hypoxic conditions were cross-linked with 1% formalde-
hyde for 15 min. The cross-linked reaction was stopped by
adding glycine to a final concentration of 125 mm. Then, cells
were washed, harvested by scraping, lysed, and sonicated to
shear chromatin to DNA fragments of 0.5-1 kb. Lysates were
centrifuged, and an aliquot of supernatant (20 ul) was saved
as input DNA. Supernatants were then immunoprecipitated
with an anti-HIF-1a antibody (5 ng) or an IgG as a control for
nonspecific binding of DNA. Immunoprecipitates were recov-
ered by addition of streptavidin-agarose beads (Sigma). After
washing, 100 ul of chelating resin solution (R&D Systems)
were added to the beads and boiled for 10 min. Finally, DNA
was purified and concentrated using the QIAquick PCR puri-
fication kit (Qiagen). Purified DNA was analyzed by conven-
tional and real-time PCR with primers designed to amplify
the human FBLNS gene from —245 to +59 (sequence posi-
tions relative to the ATG): upper primer, 5'-GCTA-
AGCAAAACCAGGTGCT-3' and lower primer, 5'-GTGC-
GAAGGCGAGAAGAAA-3'. As a positive control, a
conventional PCR analysis using VEGF-specific oligonucleo-
tides provided by the kit was also carried out. Real-time PCR
was performed in samples from two individual ChIP assays by
triplicate with the Quantifast™ SYBR® Green PCR kit (Qia-
gen). The relative abundance of specific sequences in immu-
noprecipitated DNA was determined using the AACt method.
Quantifications were corrected to account for 4% inputs (4).
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FIGURE 2. The increase in FBLN5 expression elicited by hypoxia is medi-
ated by the PI3K/Akt/mTOR pathway. BAEC were preincubated with ra-
pamycin (Rap; 100 nm) or LY294002 (LY; 10 um) and exposed to normoxia
(Norm, controls) or hypoxia (1% O,, 24 h). A, HIF-1« protein levels were ana-
lyzed by Western blot. B-Actin levels were used as a loading control. A rep-
resentative autoradiogram of three independent experiments performed
by duplicate is shown. B, FBLN5 mRNA levels were evaluated by real-time
PCR. Data are expressed as mean = S.E. (n = 9; *and 1, p < 0.05 versus con-
trol cells and versus hypoxic cells, respectively).

Western Blot Analysis—Whole-cell extracts were obtained
from endothelial cell cultures as described (30). Briefly, cells
were washed twice with PBS and lysed with a lysis buffer con-
taining 50 mm HEPES, pH 7.4, 150 mm NaCl, 100 mm NaF, 10
mM sodium pyrophosphate, 10 mm EDTA, 2 mm Na;VO,, 1
mM PMSF, 5 uM leupeptin, and 0.5% SDS. Nuclear and whole-
cell extracts were resolved by SDS-PAGE and transferred to
0.45-pum nitrocellulose filters (Bio-Rad). In some experiments,
supernatants from HelLa cultured under normoxia or exposed
to hypoxia and concentrated using Amicon Ultra 10K filter
units (Millipore) were used. Blots were incubated with anti-
bodies directed against HIF-1a (NB100 —449A, Novus; 1:500),
HIF-2a (ab199, Abcam; 1:300), FBLN5 (sc30170; Santa Cruz
Biotechnology; 1:300); Akt (9272, Cell Signaling); phosphory-
lated-Akt (Ser*”?) (antibody no. 9271, Cell Signaling), ERK1/2
(antibody no. 9102, Cell Signaling) and phospho-ERK1/2
(Thr?°?/Tyr*°*) (antibody no. 9106, Cell Signaling). Bound
antibodies were detected after incubation with a HRP-conju-
gated goat anti-rabbit IgG and using the SuperSignal West
Dura Extended Duration Substrate (Pierce). Equal loading of
protein in each lane was verified by Ponceau staining and by
B-actin (for whole-cell extracts) or nucleolin (for nuclear ex-
tracts) signal (31, 32).

Annexin V Binding by Flow Cytometry—Annexin V binding
was used as an index of cell apoptosis. HUVEC were trans-
fected with a siRNA against FBLN5 or with a Silencer™ Neg-
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FIGURE 3. HIF-1« silencing abrogates hypoxia-induced FBLN5 up-regulation. A, HUVEC were transfected with a HIF-1« specific siRNA (siHIF-1a)
or a control siRNA (siRAND), and HIF-1a and HIF-2a mRNA levels were determined by real-time PCR. Data are expressed as mean £ S.E. (n = 6;*,p <
0.05 versus siRAND cells). B, Western blot analysis confirms the blockade of HIF-1« protein levels by siHIF-1«a under hypoxic conditions, whereas
HIF-2« expression remained unchanged (Norm, normoxia; Hyp, hypoxia). C, HIF-1a silencing prevents the hypoxia-mediated up-regulation of FBLN5
and VEGF mRNA levels evaluated by real-time PCR. Results are expressed as mean = S.E. (n = 9; * and 1, p < 0.05 versus normoxic cells transfected
with a siRAND and versus hypoxic cells transfected with a siRAND, respectively). D, FBLN5 protein levels were analyzed by Western blot in HUVEC
transfected with a siHIF-1« or a control siRNA (siRAND) under normoxic or hypoxic conditions. A representative autoradiogram of two independent

experiments is shown.

ative Control no. 1 as described above. Then, cells were ar-
rested and exposed to hypoxia for 16 h. Finally, cells were
trypsinized, resuspended in 1X annexin V binding buffer (BD
Pharmingen) and incubated with annexin V conjugated with
FITC (annexin V-FITC) (BD Pharmingen) and propidium
iodide (PI) (BD Pharmingen). Annexin V-FITC and PI bind-
ing was analyzed by FACS in an EPICS® XL™ Flow Cytome-
ter. Results were expressed as percentage of total cell popula-
tion. Annexin V-FITC fluorescence (abscissa) was plotted
versus PI uptake (ordinate). Data were gated for damaged cells
(annexin V™ and PI"), necrotic cells (annexin V* and PI'),
viable cells (annexin V™ and PI™), and apoptotic cells (an-
nexin V' and PI7).

Statistical Analysis—Data are expressed as mean *+ S.E.
Means were compared by one-factor analysis of variance fol-
lowed by Fisher protected least significant difference to assess
specific group differences. Differences were considered signif-
icant at p < 0.05.

RESULTS

Hypoxia Induces FBLNS Expression in Endothelial Cells—It
has been previously demonstrated that FBLN5 regulates en-
dothelial cell function (16 —20). Here, we tested whether hy-
poxia could modulate FBLN5 expression in endothelial cells.
We found that FBLNS expression was enhanced in a time-de-
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pendent manner in BAEC exposed to hypoxia (1% O,).
FBLN5 mRNA levels progressively increased from 4 h to
reach a plateau after 24— 48 h of hypoxia (2.5-fold) (Fig. 14).
Similarly, dimethyl oxal glycine, which prevents proline hy-
droxylase-mediated proteasomal degradation of HIF-1a mim-
icking hypoxia (33), markedly up-regulated FBLNS5 expression
in endothelial cells (Fig. 14). Dimethyl oxal glycine and hy-
poxia strongly raised HIF-1a protein levels, with an increase
observed at 4 h and even after 48 h of hypoxia exposure (Fig.
1B). In these conditions, mRNA levels of VEGF, a well known
hypoxia-regulated gene were also up-regulated (data not
shown). The induction of FBLN5 expression under hypoxic
conditions was also observed in other primary endothelial
cells such as mouse lung endothelial cells (data not shown)
and HUVEC (Fig. 1C) and in the human epithelioid carci-
noma HelLa cell line (Fig. 1D), indicating that such regulation
is not restricted to endothelial cells. FBLN5 protein levels
evaluated by Western blot in whole-cell lysates revealed a
marked enhancement of FBLN5 expression in both HUVEC
and HeLa exposed to hypoxia (Fig. 1E). In agreement, immu-
nocytochemistry analysis demonstrated that hypoxia mark-
edly increased intracellular FBLNS5 levels. FBLN5 staining was
mainly localized in the perinuclear region and in the cell pe-
riphery (Fig. 1F, panels a and b). Hypoxia also augmented the
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extracellular presence of FBLN5 as we showed by confocal
microscopy studies performed in nonpermeabilized cells (Fig.
1F, panels ¢ and d) and by immunoblot analysis of concen-
trated supernatants from HeLa cultures (Fig. 1E, lower panel).

PI3K/Akt/mTOR Axis Is Involved in FBLNS Induction by
Hypoxia—The PI3K/Akt/mTOR pathway has been implicated
in the regulation of HIF-1 protein levels (6). To define the role
of this signaling pathway in the induction of FBLN5 by hy-
poxia, we examined the effect of LY294002 and rapamycin,
compounds that inhibit PI3K and mTOR, respectively. West-
ern blot analysis confirmed that both inhibitors prevented the
induction of HIF-1« protein levels caused by hypoxia (Fig.
2A). Accordingly, the increase in FBLN5 mRNA levels ob-
served in hypoxic cells was completely blocked by pretreat-
ment with either LY294002 or rapamycin (Fig. 2B). These
compounds neither alter HIF-1« protein levels nor FBLNS
expression under basal conditions (normoxia; data not
shown). These results evidence the involvement of the PI3K/
Akt/mTOR pathway on FBLN5 up-regulation by hypoxia.

HIF-1a Inhibition Prevents FBLNS Induction by Hypoxia—

To further evaluate the contribution of HIF-1« in FBLN5 reg-
ulation, knockdown experiments using a specific siRNA
against HIF-1« (siHIF-1a) were performed. siHIF-1a strongly
reduced HIF-1a mRNA levels and prevented the increase of
HIF-1a protein levels elicited by hypoxia (Fig. 3, A and B). In
these conditions HIF-1a knockdown counteracted the up-
regulation of FBLN5 mRNA and protein levels triggered by
hypoxia (Fig. 3, C and D). As expected, hypoxia-induced up-
regulation of VEGF, a well established HIF-1« target gene,
was abolished by siHIF-1a (Fig. 3C). HIF-1a knockdown nei-
ther affected HIF-2a mRNA levels (Fig. 34) nor prevented the
hypoxia-mediated induction of HIF-2« protein levels in HU-
VEC (Fig. 3B), thus confirming the specificity of our ap-
proach. It should be noted that, as described previously (34),
the up-regulation of HIF-2« expression by hypoxia in these
cells is markedly lower than that of HIF-1« (Fig. 3B), suggest-
ing a major role of HIF-1a on hypoxia-induced FBLN5 up-
regulation. In agreement, the specific silencing of HIF-2« (Fig.
4A) was not able to prevent the up-regulation of FBLN5 ob-
served under hypoxic conditions (Fig. 4, B and C).

Hypoxia Increases FBLNS Transcriptional Activity through
an HRE—Data described above suggest that under hypoxic
conditions HIF-1a could increase FBLNS transcriptional ac-
tivity. To examine this hypothesis, a pGL3 luciferase reporter
construct harboring 1650 bp of the FBLN5 promoter (up-
stream ATQG) was generated and used in transient transfec-
tion studies. As shown in Fig. 54, hypoxia induced FBLN5
transcriptional activity ~2-fold. Similarly, cotransfection with
a HIF-1a expression vector (pHIF-1«) increased FBLNS pro-
moter activity as compared with empty vector-transduced
cells (Fig. 5B). A serial promoter deletion analysis determined
that the proximal 329-bp region retains hypoxia and HIF-1«
responsiveness (Fig. 5D). Of note, further deletions com-
pletely abolished transcriptional activity (data not shown) in
agreement with a previous report that describes the require-
ment of sequences between —392 and —315 for basal pro-
moter activity (35). In silico studies using MatInspector soft-
ware for the analysis of transcription binding sites identified a

7098 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

>

120 - _
D 9.
“>’ % O HIF1a
v 2 B HIF-20
~ < 60
< 5
o ¢ *
E V30-
0 .
siRAND siHIF-2a
B 300 *
*
7,
o 250
>
Q
= % 200
<5
é % 150
(&]
£ . I
0 2100 —
Z N
-
m 50 -
L
0
Norm Hyp Norm  Hyp
siRAND siHIF-2a
C NORMOXIA HYPOXIA
A 3 3
S o g2 «
< L < L
o L o L
N [72] N /2]
B-aCtin | e w— ——

FIGURE 4. HIF-2« silencing does not alter hypoxia-induced FBLN5 up-
regulation. A, HIF-1«a and HIF-2a mRNA levels, determined by real-time
PCR, were analyzed in HUVEC transfected with a HIF-2a-specific siRNA (si-
HIF-2a) or a control siRNA (siRAND). Data are expressed as mean = S.E. (n =
6;*, p < 0.05 versus siRAND cells). HIF-2«a knockdown did not affect the up-
regulation of FBLN5 mRNA (B) and protein levels (C) triggered by hypoxia
(Norm, normoxia; Hyp, hypoxia). Results are expressed as mean = S.E. (n =
6;*, p < 0.05 versus normoxic cells transfected with a siRAND).
putative HRE located at —78 bp (Fig. 5C). To test the func-
tionality of this motif, we used a site-directed mutagenesis
approach. Fig. 5D shows that mutation of this HRE sequence
completely abrogated the induction of FBLNS promoter activ-
ity elicited by both hypoxia and HIF-1« overexpression. Thus,
these data suggest that the HRE site identified in our analysis
confers FBLN5 hypoxia responsiveness.

HIF-1« Binds to FBLN5 HRE Motif—To characterize the

functionality of the putative HRE element described above,
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are shown. Changes introduced by mutagenesis are indicated in boldface. D, a promoter serial deletion study was performed using the wild-type pFBLN5-
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fected with a HIF-1a expression vector (dark gray bars) or the corresponding empty vector (pcDNA3; light gray bars). Luciferase activity is expressed as fold-

change using pFBLN5-1650 (in normoxia) as a reference value. Results are expressed as mean = S.E. (n = 9; ¥, p < 0.05 versus normoxic or

pcDNA3-transfected cells).

we performed EMSA assays. HeLa cells, rather than HUVEC,
were used in these experiments because of their higher trans-
fection efficiency by the liposome system used. HeLa cells
were either subjected to hypoxia or transfected with a HIF-1«
expression vector (pHIF-1) or the corresponding empty vec-
tor (pcDNA3), and nuclear extracts were obtained. These ex-
tracts were used in binding reactions with **P end-labeled
probes corresponding to the wild-type HRE (FBLN5-HRE) or
its mutated form (FBLN5mut-HRE). Western blot assays veri-
fied that both hypoxia and HIF-1a overexpression increased
nuclear HIF-1a protein levels (Fig. 6A4). As shown in Fig. 65,
EMSA assays conducted with the wild-type HRE probe evi-
denced a pattern of two main retarded bands. Both hypoxia
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and HIF-1a overexpression enhanced the intensity of the up-
per-shifted band. In fact, the intensity of the upper retarded
band in cells exposed to hypoxia or transduced with pHIF-1«
correlated with levels of HIF-1« detected in these cells by
Western blot (Fig. 64). Conversely, mutation of the putative
HRE element changed the pattern of shifted bands and abro-
gated the regulation caused by either hypoxia or HIF-1a over-
expression The altered pattern of bands when mutated probes
are used has been described previously with both HRE and
non-HRE probes (36, 37) and could be derived from the par-
tial and unspecific recognition of these sequences by nuclear
proteins. Finally, an antibody against HIF-1a strongly reduced
the intensity of the upper shifted band suggesting the interac-
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FIGURE 6. Hypoxia induces the binding of HIF-1 to an HRE in the FBLN5
promoter. Hela cells were subjected to hypoxic or normoxic conditions or
co-transfected with a HIF-1a expression vector (pHIF-1a) or the empty vec-
tor (pcDNA3) and nuclear extracts were obtained. A, nuclear levels of HIF-1a
were determined by Western blot. Nucleolin levels were used as a loading
control. B, the DNA binding activity of HIF-1a was evaluated by EMSA using
an oligonucleotide probe corresponding to the putative HRE binding site in
the FBLN5 promoter (FBLN5-HRE). The binding to this motif was prevented
when the HRE site was mutated (FBLN5mut-HRE). Upon addition of a spe-
cific antibody against HIF-1« (Ab-HIF-1a), the intensity of the shifted band
was strongly reduced. A nonspecific IgG was used as a control. The arrow-
heads indicate the position of the specific retarded band and the excess of
free probe. A representative autoradiogram of two independent experi-
ments is shown. NE, nuclear extracts.

tion of HIF-1« with this sequence. These data indicate that
hypoxia promotes the binding of HIF-1 to the HRE sequence
present in the FBLNS promoter.

HIF-1a Binds to FBLNS Promoter—To confirm that hy-
poxia promotes HIF-1 recruitment to the FBLNS promoter,
ChIP assays were carried out. HUVEC were subjected to nor-
moxic or hypoxic conditions, and chromatin immunoprecipi-
tations were performed with a specific HIF-1« antibody. Con-
sistent with data from EMSA studies, results of ChIP analysis
using primers flanking the FBLN5 HRE site (—245/+59) re-
vealed that hypoxia induced the recruitment of HIF-1a to the
FBLNS5 proximal promoter (Fig. 7A). The specificity of chro-
matin immunoprecipitation was confirmed by the absence of
signal in the IgG control. Furthermore, preimmunoprecipita-
tion samples evidenced equivalent DNA input (Fig. 7B). As a
positive control, an increase in HIF-1a recruitment to the
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FIGURE 7. HIF-1« binds to the FBLN5 promoter in hypoxic cells. The rela-
tive in vivo association of HIF-1a with the human FBLN5 promoter was ana-
lyzed by ChIP in HUVEC incubated under normoxic or hypoxic conditions.
Chromatin was sheared by sonication, and immunoprecipitations were per-
formed with an anti-HIF-1« antibody or a nonspecific goat IgG. A, the en-
richment of HIF-1a was quantified by real-time PCR using FBLN5 promoter-
specific primers. PCR reactions using total input DNA saved before
immunoprecipitation and H,O were also carried out. Data were normalized
to the total input DNA and represented as mean = S.E. of two independent
experiments performed in duplicate (¥, p < 0.05 versus control cells). B, aga-
rose gel electrophoresis of PCR products amplified using specific primers
for both FBLN5 and VEGF promoters. Equal input DNA and control IgG im-
munoprecipitations are shown.

VEGF promoter, a well known HIF-1« target gene, was also
observed in cells under hypoxic conditions (Fig. 7B). Overall,
these results provide convincing evidence that the —78 se-
quence within the FBLNS proximal promoter functions as a
HRE and is capable of conferring hypoxia-mediated regula-
tion of FBLNS5 expression.

FBLNS Knockdown Potentiates Hypoxia-induced Apoptosis
in Endothelial Cells—We aimed to establish whether hypoxia-
induced FBLNS5 up-regulation could be related to the survival
response triggered by hypoxia in endothelial cells. HUVEC
transfected with a siRNA against FBLN5 (siFBLN5) or with a
control siRNA (siRAND) were maintained under normoxic or
hypoxic conditions and cells were stained with annexin V-
FITC and PI to identify apoptotic cells. As we and others (4,
38) had described previously, HUVEC subjected to hypoxia
show an increased apoptotic rate (evaluated by annexin V*
and PI staining) compared with normoxic cells. FACS analysis
showed that the rate of endothelial cells undergoing apoptosis
in cultures exposed to hypoxia increased in FBLN5 knock-
down cells (from 19.33 = 0.86% to 34.63 * 5.68%) (Fig. 8, A
and B). A slight increase in apoptosis in cells maintained un-
der normoxia was also observed. siFBLNG5 efficiently inhibited
FBLNS5 expression as confirmed by Western blot (Fig. 8C),
immunofluorescence (Fig. 8D), and real-time PCR (Fig. 8F)
without affecting FBLN2 or FBLN3 expression (Fig. 8F). The
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FIGURE 8. FBLN5 knockdown potentiates apoptosis under hypoxia. HUVEC were transfected with a FBLN5-specific siRNA (siFBLN5) or a control siRNA
(siRAND) and exposed to normoxia or hypoxia during 24 h. Apoptosis was assessed by annexin V/propidium iodide staining and FACS analysis. A, represen-
tative FACS analyses corresponding to one experiment are shown. B, graphical representation showing the percentage of apoptotic cells under each exper-
imental condition. Data are reported as mean = S.E. (n = 9; *, p < 0.05 versus cells transfected with the same siRNA and maintained in normoxia; t, versus
cells transfected with siRAND and maintained under the same experimental condition). C, Western blot analysis demonstrate the efficiency of FBLN5 knock-
down in both cells maintained under normoxia or exposed to hypoxia. D, representative confocal images showing FBLNS5 staining (in green) from cells
transfected with either siRAND or siFBLN5 and exposed to hypoxia. Nuclei were stained with Hoechst (blue), and F-actin is visualized in red. Bar, 10 um.

E, HUVEC were transfected with siRAND or siFBLN5 for 48 h and were exposed to hypoxia for the indicated times. The effect of FBLNS5 silencing on total Akt
(t-Akt) and on the activation of Akt (p-Akt) and ERK1/2 (p-ERK1/2) was evaluated by Western blot. F, mRNA levels corresponding to FBLN2, FBLN3, and
FBLNS5 in HUVEC transfected with siRAND (white bars) or siFBLN5 (black bars) were analyzed by real-time PCR (n = 9; *, p < 0.05 versus cells transfected with
siRAND.).

reduced survival response observed after FBLN5 knockdown tion (11, 15, 17, 46 —48), as well as for vascular redox state (49,

was associated to a decrease in basal levels of both total and 50) and synthesis of ECM proteases (51, 52). Our current
phosphorylated Akt and to a lesser activation of Akt under work demonstrates that hypoxic stress induces FBLN5 ex-
hypoxia. In these conditions, ERK1/2 activation remained pression in vascular endothelial cells (human, bovine, or
unchanged (Fig. 8E). Altogether, our results indicate that hy-  mouse endothelial cells), an effect that is extensive to other
poxia-induced FBLN5 expression seems to contribute to pre-  cell types. Furthermore, our results point to HIF-1 as respon-
serve endothelial cell survival. sible for FBLN5 regulation by hypoxia and identify FBLNS as

anovel HIF-1 target gene. Interestingly, FBLN5 up-regulation
DISCUSSION seems to be part of the adaptive response of endothelial cells
FBLNG5 is an ECM protein crucial for elastic fiber assembly.  to survive to hypoxia.

It serves as an organizer of elastogenesis that scaffolds elastic The transcriptional response to hypoxia is primarily medi-
fiber components in the proximity of cell surface (11, 13,39).  ated by HIF transcription factors. Accordingly, our data show
This protein plays a key role in physiological processes such that inhibition of HIF prolyl hydroxylases (by dimethyl oxal
as tissue development, remodeling, and repair (10, 16, 40— glycine) and the consequent HIF-1« stabilization (33), reca-
42). Conversely, aberrant FBLN5 expression has been associ- pitulates the increase in FBLN5 expression elicited by hypoxia
ated with several types of tumors (14) and pelvic organ pro- in endothelial cells. The role of HIF-1 on FBLNS5 regulation is
lapse (43). In addition, mutations in the FBLN5 gene are further supported by data from HIF-1a knockdown experi-
related with macular degeneration and severe forms of cutis ments and by the induction of FBLNS5 transcriptional activity
laxa (44, 45). Interestingly, FBLN5 acts as a multifunctional elicited by HIF-1a overexpression, which mimics that
protein involved in cell-cell and matrix-cell signaling path- achieved by hypoxia. In addition, the inhibition of the PI3K/
ways key for vascular cell proliferation, adhesion, and migra- Akt/mTOR pathway, which is involved in the regulation of
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HIF-1 (6), prevented the induction of FBLN5 by hypoxia. Al-
though HIF-2« also mediates the adaptive response to hy-
poxia, its marginal induction in HUVEC exposed to hypoxia
(see Fig. 3B) (34) and the fact that HIF-2« silencing did not
affect the hypoxia-mediated increase of FBLN5 expression
support a major role of HIF-1a on FBLN5 regulation.

Our serial deletion studies delimited hypoxia responsive-
ness to a proximal promoter region of 329 bp. In silico analy-
sis of this sequence evidenced the presence of two Smad re-
sponse elements reported previously (35) and, more
interestingly, a putative HRE located at —78. Although Smad
proteins have been involved in the cellular response to hy-
poxia (53), mutation of the HRE site totally abrogated hypoxic
FBLNS5 induction. Accordingly, EMSA and ChIP data further
support that this HRE motif located in the proximal FBLN5
promoter confers hypoxia sensitivity. As few studies have
been focused on the characterization of the FBLNS promoter,
the HRE motif identified in our study is one of the few FBLN5
regulatory elements described so far.

FBLNG5 is able to regulate processes in a tissue- and cell
type-specific manner (47). Indeed, in vascular cells, FBLN5
differentially regulates cell proliferation and motility and
ECM protease activity compared with other cells such as fi-
broblasts or fibrosarcoma cells (51, 52). The mechanism un-
derlying these disparate effects is unknown, but it could be
related with differences in the ECM environment or in the
binding of FBLNS5 to integrins. It should be noted that, al-
though FBLN5 supports VSMC adhesion through integrins
(15), it fails to activate integrin signaling (46). In fact, it has
been recently proposed that FBLN5 could act as an “integrin
antagonist,” a concept that opens up new expectations for
FBLNS5 as a critical regulator of cell homeostasis.

As described above, FBLN5 favors endothelial cell attach-
ment to the ECM, contributing to preserve structural and
functional characteristics of the endothelial cell monolayer
(48). Furthermore, FBLN5 cooperates with FBLN2 to main-
tain the integrity of the adult vessel wall after injury and to
avoid abnormal remodeling (54). Although hypoxia is a well
established proangiogenic stimulus, FBLN5 exhibits antian-
giogenic activities both in vitro and in vivo (18 -20, 52). How-
ever, hypoxia should not be considered as a mere regulator of
angiogenesis. Preliminary data suggest that FBLN5 could con-
tribute to the hypoxia-induced increase in endothelial cell
adhesion (data not shown) in agreement with previous reports
(17). More interestingly, our data indicate that the up-regula-
tion of FBLN5 expression in ischemic conditions is associated
with the survival response of endothelial cells to hypoxia.
Accordingly, fibroblasts harboring a defective FBLN5 form
reported in recessive cutis laxa disease showed increased apo-
ptosis compared with cells that express the wild-type FBLN5
form (55). The observation that prolonged blockade of FBLN5
results in a reduction of both total and hypoxia-induced phos-
phorylated Akt is consistent with a role of FBLN5 in cell sur-
vival, as activation of Akt is critical for cell survival to hypoxia
(4, 56). The mechanisms underlying the prosurvival proper-
ties of FBLN5 remain complex and not well understood. Re-
cently, it has been described that FBLN5 regulates reactive
oxygen species production in endothelial cells (50). Further-
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more, FBLNS5 is able to activate integrin signaling, involved in
cell survival (57, 58), although, as we mentioned above, in
some scenarios, it has been postulated as an integrin antago-
nist. The reported antiapoptotic effect of FBLN5 could in-
volve specific cell-type mechanisms, and the alteration of in-
tegrin expression and ECM composition elicited by hypoxia
adds further complexity to ECM-cell signaling (59 —-61). As an
integrin-binding ECM component, it is commonly accepted
that the biological activity of FBLN5, is derived from its extra-
cellular location. Zhou et al. (62) have recently described that
FBLNS5 binds and colocalizes with Nogo-B in both the cytosol
and the cell surface of HeLa, thereby facilitating FBLN5 secre-
tion; however, they neither analyzed whether FBLN5 could
affect Nogo-B function nor attributed an “intracellular func-
tion” for FBLN5. Therefore, there is no evidence supporting a
functional role for intracellular FBLN5. However, taking into
account that the molecular mechanisms underlying the biol-
ogy of FBLN5 remain to be fully elucidated and that hypoxia
increases both intracellular and extracellular FBLN5 levels, we
cannot rule out a role for intracellular FBLN5 in cell survival.
Therefore, further studies will be necessary to clarify the
mechanisms by which FBLN5 regulates endothelial cell sur-
vival. In summary, our study identifies FBLN5 as a new HIF-1
target gene involved in the orchestrated adaptive response of
endothelial cells to hypoxic stress.
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