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hipotesi i objectius

HIPOTESI

Les mutacions en el codé 12 o 13 de I'oncogen K-Ras, determinen diferéncies en les
cél-lules tumorals i el seu microambient. També desenvoluparan diferencialment el fenotip

angiogenic.

OBJECTIUS

- VALORACIO DE LA CONTRIBUCIO DE LES MUTACIONS PUNTUAL EN EL GEN K-RAS EN
EL FENOTIP ANGIOGENIC DELS TUMORS.

*Influencia sobre I'expressié génica dels factors angiogenics. (in vitro i in vivo)
a/ Estudi de I'expressio del VEGF
b/ Estudi de I'expressié TSP-1
¢/ Estudi de I'expressié angiopoietines.

d/Estudi de I'expressié MMPs

*Influencia sobre el fenotip vascular. (/n vivo)
a/ Estudi in vivo de la densitat vascular.

b/ Estudi in vivo de la morfologia vascular.

- CORRELACIONAR LES DIFERENCIES DEL FENOTIP VASCULAR AMB EL PRONOSTIC I EL
DIAGNOSTIC DE TUMORS HUMANS.
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RESUM

Una simple mutacié en el gen K-Ras comporta transformacio cellular. Les cél-lules tenen pocs
punts de tfransicié que puguin determinar d'aquesta manera tan important el comportament
cel-lular. Fins al punt que hi ha diferencies entre diferents mutacions puntuals del mateix gen.
Aixi va quedar demostrat que el creixement dels tumors subcutanis de NIH3T3 amb mutacio en
el codd 13 (6:T - A:T/ Gly-Asp ASP13) tenen un periode de laténcia més llarg pero creixen més
rapid que els tumors NIH3T3 amb K-Ras mutat en el cod6 12 (6:T - A:T/ Gly-Cys CYS12).

En front a aquests resultats postulem que les mateixes mutacions puntuals en el gen K-Ras que
determinen diferents fenotips de cél-lules fumorals poden determinar diferéncies angiogéniques
en els tumors que desenvolupen.

Els marcatges especifics amb anticossos de PECAM , desmina, o-Actina de la musculatura llisa i
macréfags assenyalen que els tumors amb CYS12 tenen major densitat de vasos sanguinis pero
hem trobat diametres més grossos i més cel-lules desmina positives al voltant dels vasos
sanguinis dels tumors ASP13. La proliferacié endotelial no ens aporta diferencies entre els
diferents tipus de tumors en un moment de creixement tumoral ja consolidat.

Han estat analitzats els nivells de VEGF i els tumors amb mutacié ASP13 expressen més aquest
factor de creixement endotelial que no els tumors amb mutacio CYS12. El fet de que /n vitro
també es denotin aquestes diferéncies ens remarca que la diferéncia mutacional en Ras és
determinant. La preséncia daltres cel-lules de suport que hem descrit en els tumors ASP13
podria remarcar aquesta diferéncia pero no de manera exclusiva. EI VEGF que estan produint
aquestes cél-lules actua sobre les cél-lules endotelials. Podem descartar I'efecte autocri ja que no

hem observat expressié ni estimulacié del VEGFR2 /n vitro.
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L'angiogenesi depent de la balanga entre els factors pro i anti angiogénics. TSP-1, Ang 4
(precursor) i Ang-1 han estat analitzats en aquest sistema per Western Blot. L'expressié de
TSP-1 en el sistema /n vivo ha estat indetectable. En el cas de les angiopoietines observem una
tendéncia dels tfumors CYS12 acumular-ne més que els ASP13, perd els resultats del Western
Blot han estat molt heterogenis. L'absencia de TSP-1 déna forga a les accions del VEGF en els
tumors ASP13. Sembla que les angiopoietines podrien tenir un paper en el sitema angiogénic dels
tumors CYS12.

L'expressié de les MMPs ha estat analitzada per zimografia i Western Blot. In vitro no s'ha
detectat expressi6 de MMP9 ni MMP7 , d'aquesta manera queda palés que I'expressié d'aquestes
metaloproteinases la realitzen majoritariament les cél-lules acompanyants al tumor. Ja esta
descrit que els macrofags son grans productors de MMP9 i MMP7 i també que la seva expressio
pot estar estimulada per citoquines, factors de creixement com el VEGF i molt induida per
I'hipoxia dels macrofags. Es relaciona aquestes dues MMPs amb proliferacid i invasié cel-lular,
promocié de I'apoptosi i alliberacié de factors angiogeénics entre altres possibles accions. Per tan
afecten el fenotip vascular que hem descrit en els tumors ASP13.

Els tfumors amb mutacié CYS12 incrementen la MMP2 activa respecte dels tumors ASP13 mentre
que aquests segons tenen major expressié de TIMP-2 i MMP14 que els primers. La funcié de
promoure la migracié endotelial que se li atribueix a la MMP2 podria explicar-nos la dispersié de
les cél-lules endotelials i el major nimero de vasos que observem en els tumors CYS12. TIMP-2 i
MMP14 amb la capacitat de moderar la proliferacié endotelial i d'estimular la tumoral
respectivament poden contribuir a definir el fenotip angiogenic i tumoral dels tumors ASP13.
Hem comengat a traslladar aquests resultats en una série de tumors colorectals humans on
coneixem les mutacions en el gen K-Ras i disposem d'un seguiment clinic de més de 4 anys. No
hem trobat diferencies en la densitat vascular peré si una tendéncia a expressar VEGFR2 en els

tumors amb mutacié en el gen K-Ras que comporta menys supervivéncia global.



resum

Aquests resultats confirmen que hi ha diferencies angiogeniques entre diferents mutacions del
gen K-Ras. Sembla que el VEGF, les metaloproteinases i les ceéllules de suport tumorals
convergeixen a promoure aquestes diferéncies. En els tumors humans caldra tenir més

pardmetres per determinar si existeixen diferéencies.
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K-RAS

GEN I PROTEINA

K-Ras és un gen del cromosoma 12, que pertany a una familia de tres membres altament
homaolegs: H-Ras, K-Ras i N-Ras. Sén els oncogens més freqiientment associats a les
neopldsies. Ras es van descriure buscant oncogens transformants. Se'ls va posar aquests noms
per ser homdlegs amb els oncogens del virus del sarcoma de Harvey i Kirsten en rata i en el
cas del N-Ras, per ser descrit en la linia cellular de neuroblastoma SK-N-SH. El gen del K-Ras
és el més gran dels tres, amb unes 30 Kb. Tot i que tenen estructures genétiques diferents
tots tres codifiquen una proteina de 189 residus que fa 21 kDa.

Les proteines Ras son modificades post-transcripcionalment. Les modificacions més
importants, sovint utilitzades per controlar el seu sistema, inclouen: Farnesilacié, proteolisis,
carboximetil-lacié i palmitoilacié. Aquestes modificacions seran les que li permetran un
ancoratge a la membrana plasmatica per la zona citoplasmatica indispensable per la seva
funcionalitat.

Les proteines Ras son proteines GBP ( Guanidine nucleotide Binding Proteins) implicades en la
transduccié de senyals transmembrenals. L'intercanvi de la guanosina-difosfat (GDP) per
guanosina trifosfat (6TP) les activa i les capacita per transmetre el senyal. Aquest procés
requereix de proteines que estimulen l'activitat GTPasica ( ex: GAPs) i de factors d'intercanvi
de nucledtid. (ex:SOS i Ras-GRF).

La seva activitat es basa en transmetre el senyal de l'activacié de receptors tirosin quinases

cap a les vies de traduccié de senyal cel-lular que les faran arribar al nucli cel-lular.
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S'ha identificat tres dominis funcionals en Ras: 1.- Domini d'unié a la guanosina fosfat. On es
localitzen dues de les mutacions més fregiients en els tumors. (Codé 12 i 13) 2.- Domini
catalitic. Encarregat de la hidrolisi del GDP. 3.- Domini efector. Locus on s'uneixen els
efectors de la proteina i es transmet el senyal d'activacio. (ex: Raf , Rho PI3K,PKC i altres).
L'estat actiu o inactiu de la proteina determina la conformacié d'aquests dominis, la seva unié a
la membrana per I'extrem aminoterminal i la seva unié i activacié de I'efector de la via de
senyalitzacié cellular. (Wittinghofer 2005) Dins d'aquest domini efector s'ha descrit dos
segments que canvien la seva conformacié amb l'activacié de la proteina i que sén els llocs

d'unié del efectors, els anomenem switch I (32-40 aa) i switch IT (60-72 aa).

VIES DE TRANSDUCCIO DEL SENYAL

K-Ras esta associat a moltes vies de transduccié de senyal les més importants i conegudes
sén: Via de les Raf-MAPKs, Via del fosfatidil inositol tres quinasa (PI3K), Via de la PKC
(Fosfoquinasa C), Via RalGDS i altres com les vies relacionades amb I'estrés a través de SRC
per exemple. El resultat cel-lular de l'activacié d'aquestes vies ens comporta proliferacio,
migracid i invasié cellular, ja sigui activament (activant els gens que ens condueixen a aquests
fenotip) o passivament. (Inhibint els gens que aturarien el fenotip). Es van descriure primer
les allaus de reaccions de les quinases en Sacaromyces cerevisiae i ja es va veure que hi havia
molts enzims quinases iguals que intervenien en diferents vies activats per diferents estimuls
externs. En els humans també s'ha descrit aquesta multiplicitat de vies de les quinases. En
molts casos la manca d'una es substituida per una altra i la seva elevada homologia ho permet.
Per tant sabem que en les cél-lules humanes existeixen mlltiples vies de senyalitzacié de
MAPKs activades per estimuls externs diferents. Aparentment hi ha creuaments entre elles.
Un exemple seria el de PKC, que estaria implicada en l'activacié de RAF-1 pero també
directament pot activar MEKK o fins i fot es creu que podria activar Rho. El control d'aquesta

multiactivitat de transduccié encara és desconegut.
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PROLIFERACIO PROLIFERACIO
CEL-LULAR CEL-LULAR
MIGRACIO CEL-LULAR . ,

INFLAMACIO TRANSPORT DE VESICULES REGULACIO DE L'APOPTOSIS

EN L'APARELL DE GOLGI MODIFICACIO DEL CITOESQUELET

CONTROL DEL
CITOESQUELET

FIGURA: Vies de transducci6 del senyal de Ras. Aquesta figura representa molt esquematicament les vies
de transduccié de senyal on estd implicada la proteina Ras. Hem esquematitzat els quatre principals efectors
de Ras i algunes de les proteines implicades en cada una de les vies de transduccié. En la part inferior de
I'esquema hem descrit els efectes que produeix I'activacié de Ras un cop a arribat el senyal.
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En la via de Raf-MAPKs |'efector directe de Ras és RAF-1. Una serina-treonina quinasa de 70
kDa. La interaccié de RAS amb RAF-1 es realitza a través de I'extrem N-terminal de RAF-1
pero ho és suficient per activar-lo. Es una interaccié necessdria pero ho suficient. La unié de
RAS amb RAF-1 provoca |'ancoratge amb la membrana i per tant la localitzacié per ser actiu.
Es creu que hi ha altres quinases implicades com podria ser PKC. La via de la PKC esta
controlada per Ras amb i sense dependencia de Raf i es pot activar en altres punts de la
transduccié de senyal. S'ha descrit I'activaciéo de IkappaB i NF-KappaB directament amb Ras
PKC , amb Raf i a traves de RalGDS/Ral. Aquesta via déna un senyal més de control atenuador
del cicle cellular. Els substrats de RAF-1 sén les MAPKK . Per tan activa la via de les quinases
cap SP-1 i AP-1. Esta més que demostrat que la via de RAS-RAF-1-MAPKs respon a varis
factors mitogeénics i que la seva transduccié de senyal comporta proliferacié cel-lular. També
s’ha descrit que la proliferacié pot esta activada per altres vies i que l'activacié de la via de
les MAPK pot estar associada a diferenciacié cel-lular i no a proliferacié. Aquesta dualitat es
creu controlada per I'estimulacié dels diferents factors externs que comporten activacions de
menys o més durada a l'allau de reaccions de les MAPKs. (Seger and Krebs 1995).

Una altra de les vies més importants relacionades amb Ras és la via de la PI3K. PI3K és un
enzim quinasa que catalitza la fosforil-lacié de PIP, ( Fosfatidilinositol (4,5) bifosfat) en PIP;
(Fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfat) en resposta a moltes citoquines i factors de creixement.
S'activa per proteines G entre altres i s’ha demostrat que pot ser activada per Ras actiu sense
necessitat d'unié a més proteines activadores. PI3K i els seus productes activen Akt (També
anomenada PKB) i p70°%¢ (Una quinasa ribosomal). L'Akt influeix en el metabolisme de la
fosforil-lacié del glicogen i també transmet un potent estimul de supervivencia contra
I'apoptosi. Per altra banda la quinasa ribosomal p70 participa en el control de translacié dels
transcrips dRNA i estimula la sintesis del DNA. Aquesta segona funcid, que se li atribueix a
aquests enzims requereix de l'activacié de la via de les MAPKs quinases. PI3K esta relacionada

amb proteines Rho, sembla que a traves de Rac.
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Aquest sistema que s'ha descrit és on es relaciona la PI3K amb la regulacié del citoesquelet
cel-lular.

RalGDS es pot unir a Ras per un locus de I'extrem carboxil i activar el canvi de GDP a GTP en
Ral. L'activacié de Ral ha estat vinculada amb Cdc42/Rac i amb la fosfolipasa D. A traves de
de Cdc42 esta lligada a la regulacié de les proteines Rho. L'activacié d'aquesta familia de
petites proteines G déna un control del citoesquelet cellular. Es coneixen algunes funcions
concretes d'aquestes proteines relacionades amb les vies de transduccié de Ras: Rho controla
I'ensemblatge de les fibres d'actina i la seva adhesié a complexes, Rac regula la formacié de
les lamedipodies i les ondulacions de la membrana citoplasmatica i que Cdc42 estimula la
formacié de filipodis.

L'activacié de PLD a través de Ral per Ras ha estat relacionada de manera independent a Raf i
a la seva allau de reaccions en el metabolisme dels lipids. La fosfolipasa D (PLD) determina un
control en el moviment de les vesicules de l'aparell de Golgi; per tan un control sobre la

maduracié i transport proteic entre d'altres. (Feig, Urano et al. 1996)

RAS I CANCER

De les tres formes del oncogen Ras ( Kirsten “K", Harvey "H" i Neuroblastoma "N") , la K-Ras
és la més freqiientment mutada en les neoplasies humanes. El N-Ras és mutat en algunes
malalties malignes hematologiques i I'H-Ras es detecta ocasionalment en alguns carcinomes
gastrics o de bufeta. Les mutacions de K-Ras que son més freqiients les localitzem en un 90%
en els carcinomes de pancreas, 50% en els tumors de tiroides i colon i un 30% en els
pulmonars i en la leucemia mieloide. (Bos 1989) (Taula de les freqiiéncies de les alteracions de
Ras en tumors humans ). L'activacié i la mutacié dels gens Ras es produeixen en diferents

estadis de la malaltia fins i tot en fases pre-malignes depenent del tipus de tumor.
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Sovint en la literatura es tracten les alteracions dels diferents gens Ras en conjunt sense
tenir en compte els tres gens diferenciats, a mesura que els coneixements sobre aquests gens
avancen es constata que no és del tot correcte generalitzar i que cada gen determina unes
caracteristiques diferents a la céllula neopldssica. Les diferencies ja es detecten en la unio
als activadors GTPassics i en la conformacié que adquireixen les proteines unides als
activadors i als intercanviadors de nucledtids. (Vikis, Stewart et al. 2002). També s'ha descrit
diferéncies en les unions dels Ras amb els seus efectors, per tant, determinen la via de
transduccié de senyal (Oliva, Zarich et al. 2004). Una altra generalitzacié que sovint trobem
en els estudis publicats és separar en dos grups d'estudi el gen mutat i gen no mutat sense
tenir en compte les diferents mutacions en els gens Ras. Es comencen a descriure diferents
caracteristiques cel-lulars /n vitro i in vivo que discriminen les diferents mutacions. La
formacié de coldnies /n vitro és més elevada en cél-lules amb mutacié en el codé 12 del gen
Ras que amb la mutacié en el codé 13 (Bos, Toksoz et al. 1985) (Sloan, Newcomb et al. 1990)
(Bartsch, Bastian et al. 1998). També s'ha observat diferéncies en l'agressivitat tumoral, la
resposta a terdpies i el prondstic d'alguns tumors humans. De manera molt generalitzada les
mutacions en el codé 12 ( En els tres gens Ras) comporten més agressivitat neopldssica que les

que s'ha descrit en el codé 13. (Andreyev, Norman et al. 2001) (Al-Mulla and MacKenzie 2001)
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TAULA: FREQUENCIES DE LES ALTERACIONS DE RAS EN TUMORS HUMANS.

TIPUS TUMORAL GEN RAS FREQUENCTA
Adenocarcinoma pancreatic | K-Ras 90%
Colangiocarcinoma K-Ras 90%
Carcinoma tiroidal H,N,6K-Ras |60%
Carcinoma colorectal K-Ras 40%
Seminoma N, K-Ras 40%
Carcinoma de I'endometri K-Ras 40%
Adenocarcinoma pulmonar K-Ras 30%
Queratoacantoma de pell H-Ras 30%
Sindrome mielodispldssic N-Ras 25%
Leucemia mieloide aguda N-Ras 25%
Leucémia linfoide aguda N-Ras 20%
Melanoma N-Ras 15%
Carcinoma de bufeta H-Ras 10%
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CARCINOMES DE COLON I RECTE I K-RAS

El carcinomes de colon i recte s'han utilitzat molt en estudis del gen K-Ras per raons com: la
freqiiencia de la mutacié ( 40% ), el coneixement actual del procés tumoral i la facilitat en
obtenir mostres en cada nivell. El coneixement de les alteracions genetiques relacionades amb
les diferents etapes del carcinoma de célon ja era prou externs l'any 1989 perqué Eric R.
Fearon i Bert Vogelstein plantegessin un model genétic de la progressié tumoral que comenga
en l'epitel-li hiperpldssic i acaba en el carcinoma metastassic. Actualment I'estructura basica
del model es manté i s'ha anat augmentant el coneixement en cada una de les fases. La pérdua
de l'estabilitat genética és la clau del procés tumoral en els carcinomes de colon i recte i
implica alteracions d'oncogens i gens supressors com: APC K-Ras, SMAD4 i TGFR2 i altres
alteracions epigenétiques. Les mutacions en el gen K-Ras apareixen en la fase d'adenoma; amb
percentatges d'un 10% en adenomes poc avangats ( Menys d'un centimetre) i fins a un 50% en
adenomes avangats (Més d'un centimetre ). Aixi sembla que la mutacié en K-Ras promou el pas
d'adenoma a carcinoma peré també s'ha demostrat que no és indispensable. L'activacié del Ras
en fases pre-malignes també s'ha descrit en altres carcinomes: pulmd, moll de I'ds i tiroideu.
Les mutacions més freqiients de K-Ras en el carcinoma de colon i recte son puntuals,
l'amplificacio del gen només s'ha observat en alt percentatge en algunes neoplasies
gastrointestinals perc no en el colon i recte. Les mutacions puntuals es localitzen en el locus
d'unié de GDP, en els codons 12, 13 i 61, provocant un canvi d'aminodcid. (Kahn, Yamamoto et al.
1987) D'aquesta manera la proteina K-Ras es manté en el seu estat actiu i desenvolupa el
fenotip transformat. (6rady and Markowitz 2002). La mutacié en el codé 12 és de les tres la
més freqiient i la del codd 61 la menys en el carcinoma de colon i recte. En I'estadi d'adenoma

coexisteixen diferents clons neoplasics amb variabilitat de mutacions que acostumen a
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homogeneitzar-se en l'estadi de carcinoma, essent més freqiient la prevalenca de les
mutacions en el codé 12.

(Shibata, Schaeffer et al. 1993) En carcinomes de colon i recte també hi ha estudis que
relacionen la mutacié en el codé 12 amb més agressivitat tumoral. (Finkelstein, Sayegh et al.

1993).

TAULA: MUTACIONS DE K-RAS EN ELS ESTADIS DEL CARCINOMA DE COLON

CLASSIFICACIO TUMORAL | FREQUENCIA DE
HISTOLOGICA K-RAS MUTAT
Criptes aberrants 1%
Adenoma tubular 13%
Adenoma vellos 20%
Carcinoma ductal 90%
Carcinoma 40-50%

La majoria de les comparacions en carcinomes de cdlon i recte humans s'han realitzat en grans
grups de tumors amb mutacié en K-Ras i tumors sense mutacid. Desenvolupar un tumor amb
mutacio en K-Ras augmenta el risc de recaiguda i mort. (Andreyev, Norman et al. 1998). Els
estudis que comparen diferents mutacions concretes indiquen que la mutacié en el codé 12 i
especialment el canvi de glicina a valina desenvolupa un fenotip més agressiu al tumor que les
altres possibles mutacions. (Klump, Nehls et al. 2004). Aquesta mutacié en els estudis de
cancer de colon i recte té un impacte significatiu en la supervivencia lliure de malaltia i la
supervivencia total. Estadisticament baixa la supervivéncia global i la lliure de malaltia.
(Andreyev, Norman et al. 2001) Pocs estudis descriuen les diferencies que aporten les
mutacions puntuals al fenotip tumoral i cap les que aporten els fenotips angiogénics d'aquests

tumors.
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EL SISTEMA CICULATORI

CONCEPTE

El sistema circulatori manté en continu moviment els fluids del cos. La seva funcié és el
transport de l'oxigen i els nudrients cap a les cellules i el didxid de carboni i els residus
metabdlics cellulars cap als organs d'excrecié. El sistema circulatori estd implicat en la
regulacié de la temperatura del cos, la distribucié de senyals especialment els hormonals i la
distribucié del sistema immunologic.

En el sistema circulatori s'inclouen el sistema vascular i el sistema limfatic. El sistema vascular
inclou una xarxa de vasos que mantenen la circulacié de la sang a través del bombeig del cor. El
sistema arterial porta la sang del cor als capil-lars on es produeix l'intercanvi de substdncies i
el sistema vends retorna la sang al cor. El sistema limfdtic no té un bombeig intrinsec,

funciona per un drenatge passiu.

ESTRUCTURA HISTOLOGICA D'UN VAS SANGUINI

En un vas sanguini sempre se i diferencien tres capes: La Tunica intima, Tdnica mitja i Tdnica
adventicia. El gruix d'aquestes tres capes determina el tipus de vas sanguini.

A la tdnica intima diferenciem I'endoteli i la seva lamina bassal. L'endoteli és un epiteli pla
simple i la seva lamina bassal té com a component principal el col-lagen. Els endotelis expressen
integrines que relacionen les cél-lules amb la matriu extracel-lular. avB3 és una de les més
estudiades i considerada la més important en els endotelis humans. S'estan fent estudis
d'integrines i proteines transmembrenals especifiques d'endotelials per trobar diferéncies
d'expressié entre els teixits i podrien ser una possible diana en terdpies. (Eliceiri and Cheresh

1999).
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La tdnica mitja esta formada pel revestiment de musculatura llisa que controla el diametre del
vas i que determina d'aquesta manera el cabal i la pressié sanguinia. Les cellules musculars de
la tdnica mitja secreten fibres de collagen, fibres elastiques, lamel-les eldstiques i
proteoglicans. Aquesta capa esta molt ben desenvolupada en les artéries. La capa més externa
en els vasos sanguinis s'‘anomena tunica adventicia i la componen principalment fibres de
col-lagen. Les artéries sén el grup de conductes sanguinis encarregats de distribuir la sang

pel cos huma des del cor. Les anomenem segons el seu

didmetre de més a menys tamany: arteries elastiques o
grosses, arteries musculars o mitjanes i arterioles. Les
eldstiques surten del cor , passen a ser musculars quan
es ramifiquen i en els organs arriben a ser arterioles.

Aquestes Ultimes tenen menys de 0'5 mm de diametre.

Les caracteristiques histoldgiques principals sén la

constitucié de les seves capes i la definicid circular de | FOTOGRAFIA MICROSCOPICA
VENA/ARTERIA A: arteriola V: vena
petita. END: endoteli T.M.: tinica
augmentada per una ldmina subendotelial muscular i | mitja (Capes musculars) Podem

L L L, , ) observar clarament les diferencies:
elastica. La tdnica mitja és la més gruixuda en les | Regularitat de la llum del vas,

la llum. L'endoteli té una lamina bassal gruixuda

I'areteriola té 8 capes de cél-lules
musculars i la tdnica mitja és la més

espiral sobre leix longitudinal del vas i secreten | gruixudaen canvien lavénulla
practicament no s'observava.

arteries. Els feixos de musculatura llisa es disposen en

elastina en fulls o lamelles, reticulina, fibres de
col-lagen i altres proteoglicans encara per identificar. En la tinica adventicia els fibroblats
son el tipus cel-lular principal acompanyats per macrofags i en el cas de les artéries de
didmetre mitja trobem alguns adipdcits i predominen les fibres de col-lagen i les elastiques
sense formar lamel-les. Les fibres elastiques s'acumulen en la zona periférica de la tinica

formant I'anomenada capa eldstica externa. En aquesta capa es localitzen els vasos que reguen

les diferents tidniques d'altres vasos, aquest sistema s'anomena "vasa vasorum’.
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Els sistema vends forma els conductes que recolliran la sang dels organs i la retornaran al cor.
Com les artéries es divideixen en tres grups segons el seu diametre ( Grans venes, venes
mitjanes i venul-les) i tenen les tres tlniques perd no tan ben diferenciades. En contrast amb
les arteries la tdnica adventicia és la més desenvolupada en les venes i la llum vascular no té un
didmetre tant constant. Aquest tipus de vas sanguini sera I'inic amb valvules per evitar el
retorn del flux sanguini sobretot en les extremitats inferiors del cos. Les venes tenen
I'endoteli acompanyat per alguna cél-lula muscular llisa. La tdnica mitja és molt prima. Conté
algunes fibres de col-lagen , fibroblasts i poques cél-lules musculars. Les venes tenen menys

fibres eldstiques que les arteries i no poden mantenir regular el seu didmetre. La tdnica

E adventicia és la més gruixuda i esta formada per col-lagen,
i — \ e fibres eldastiques i fibroblasts. Les vénul-les que connectaran
Lt L . \ .
) v A X amb els capillars, no tenen cel-lules musculars en la tdnica
e, Cel end intima, tenen  pericits i céllules  mesenquimals
S,
indiferenciades. Els capil-lars sén els ductes amb menys
FOTOGRAFIA didmetre de tot el sistema circulatori. En els capil-lars es
MICROSCOPICA D'UN
CAPIL-LAR CONTINU. E: realitza lintercanvi de substdncies entre les cél-lules
Eritrocits Cel. end.: Cél-lules ) ) . . )
endotelials. Aquest capilar circulants i les dels teixits. Les cel-lules endotelials dels
estd sifuaf en un teixit de capil-lars controlen aquest transport. Tots el capil-lars estan
musculatura estriada.

formats per I'endoteli amb la seva lamina basal , pericits i
cel-lules mesenquimals indiferenciades pero la disposicié d'aquests components ens diferencia
fres tipus: Continus, fenestrats i sinusoids. Els capillars continus com el seu nom indica, no
deixen espais entre les seves capes de cél-lules i per tant controlen la comunicacio entre els
espais, son la majoria dels capil-lars. Els fenestrats deixen un espai de comunicacié que
anomenem fenestres i que pot arribar a 80-100 mm de diametre. Les fenestracions es formen
a partir de vesicules picnotiques i queden limitades per un diafragma, que estda format pels

residus del glicocalix de la vesicula. L'espai queda recobert per la membrana plasmatica de la

25



introduccié

cellula. Permeten el pas rapid d'algunes macromolécules. Aquests capillars els localitzem en
les mucoses intestinals i en les gldndules endocrines. En els capil-lars dels glomeruls les
fenestracions no tenen diafragma i la lamina bassal de I'endoteli és més gruixuda. Els capil-lars
sinusoids fambé anomenats discontinus, es situen en el fetge, a la melsa i en la medul-la espinal
i en algunes glandules endocrines. L'endoteli d'aquests capil-lars té moltes fenestracions sense
diafragma , una lamina basal discontinua i abundants fagocits associats. Tenen un lumen més
gros i sén vasos molt tortuosos. El pas de macromolécules per aquests espais és més abundant
que en el cas dels capil-lars fenestrats..

El control del transport varia segons les necessitats del teixit i el tipus de capil-lar. En el cas
del cervell existeix la barrera hematoencefalica , part d'aquesta barrera la formen les Tight
Juctions entre les cél-lules endotelials que no deixaran cap espai de comunicacié entre els dos
medis, sén continues. En altres teixits aquestes unions sén més laxes i deixen espais de
comunicacio entre el fluid sanguini i I'espai extracel-lular. També hi ha un control del

transport intracel-lular a través de vesicules picnétiques.

ESTRUCTURA D'UN VAS TUMORAL

Les cél-lules requereixen d'un subministrament de nudrients i oxigen que els arriba per difusié
a un maxim de 100 a 200 um (micrometres) més enlla del vas. Per tant totes les cél-lules que
distin més d'aquesta mesura requereixen d'un nou vas sanguini que els aporti aquesta

proximitat necessdria per a la difusid. (Folkman and Klagsbrun 1987). L'angiogénesi és un
fenomen indispensable pel creixement dels tumors sélids des del punt inicial, ja que de seguida
es superen les distancies de difusié. (Carmeliet and Jain 2000) La primera gran diferéncia
entre |'angiogénesi que es produeix en un tumor i la que podem descriure en 'embriogénesi és

el creixement accelerat i sense control del teixit i per tant el requeriment del flux de
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nutrients i oxigen també molt elevat i sense control. Durant I'embriogenesi el procés es pren
el seu

temps i els factors tenen en cada moment la seva justa mesura, estd programat perqué les
endotelials formin el vas i es mantinguin en l'estat adult un recanvi (Turn over) cel-lular de
tres anys (En un moment donat només el 0.01% de les cél-lules endotelials del cos huma s'estan
dividint). Els vasos tumorals es formen en un moment quan les cel-lules perden el control de la
seva proliferacio. En els fumors com a resultat daquest desenvolupament cel-lular
descontrolat es generen vasos amb unha arquitectura i un flux cadtic. Son molt més
desorganitzats, tortuosos i dilatats. Les xarxes vasculars en els tumors tenen moltes
branques i desviacions innecessaries. Aquests vasos tenen diametres grossos i poques
cel-lules acompanyants. Les cél-lules musculars al voltant del vasos sovint sén poc existents
i poc efectives aixo els provoca una manca de control i regulacié per part de factors com els
canvis de pO; i hormonals i el control de la vasodilatacié segons les necessitats dels teixits.
En consegqiiencia el flux d'aquests conductes és també caotic i apareixen en el teixit tumoral
zones més hipoxiques i acidofiles. Les céllules endotelials en aquests vasos es separen, no
mantenen les interaccions ceél-lula - cél-lula i tenen moltes vacuoles i fenestracions
cellulars. Tampoc produeixen una membrana basal continua. Totes aquestes caracteristiques
provoquen un vas amb moltes fenestracions i molt permeable i que les cél-lules endotelials
creixin una al damunt de l'altre i es projectin cap al lumen del vas, creant aixi un vas debil que
té un flux irregular.

Un altre punt important de diferéncia sén |'expressié de molécules de superficie en les
cel-lules endotelials. Conéixer les diferencies entre les endotelials dels vasos normals i les dels
teixits tumorals si existeixen, és un punt molt important per determinar moltes terdpies.
Actualment es generen llibreries de peptids que reconeixen les superficies endotelials
especifiques de teixits, s'anomenen Vascular Zip Codes (Exemples: RGD i NGR). Les integrines
son les molécules més abundants de comunicacié entre les cél-lules i la matriu extracel-lular i

s'esta demostrant que sén molt especifiques de teixit i diferents en els vasos tumorals.
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Fisiologicament entenem com angiogénesi la formacié d'un nou vas sanguini a partir d'un
existent i com a estrategia per a aconseguir un bon repartiment dels nudrients. Actualment
s'estan observant altres métodes per aconseguir fer arribar el flux sanguini a les cél-lules. No
entrarem en si podem o no considerar-ho angiogénesi , pero en el creixement tumoral es
produeixen aquests processos i sén eficients.
La paret dels vasos tumorals no sempre estd formada per una continuitat de cél-lules
endotelials, s'ha descrit que pot arribar a esta formada per un 15% de les cel-lules no
endotelials, que siguin tumorals o altres. Hi ha varies teories de perque es produeix aquest
fenomen que anomenem mosaic :

1.- Les cél-lules tumorals que detectem en el lumen del vas, estan envaint donant l'opcio

de la metastasi. Per tant en realitat no estan formant part del vas

2.- Les cél-lules tumorals estan imitant a les endotelials.

3.- Es poden considerar vasos opcionals, no definitius i admetem que temporalment la

cel-lula tumoral esta alla.

4.- Les cellules endotelials entren en apoptosis i al morir-se deixen a les tumorals

formant el lumen vascular.
Malgrat el mecanisme que sigui real cal tenir en compte aquest mosaic cel-lular per determinar
terdpies antiangiogeniques i determinar les implicacions en les metastasis.
Altres mecanismes descrits en els processos tumorals son la invaginacié i fusié de vasos, la
utilitzacio de vasos co-opted i la formacié de vasos a partir d'angioblast circulants. Sha
anomenat invaginacié i fusié a la unié de vasos sanguinis per elongacié de les cel-lules
endotelials cap a I'exterior del lumen del vas, provocant la fusié amb el vas més proxim. La
formacié de nous vasos a partir d'angioblast circulant que podem trobar en l'adult. Es
considera que en el procés carcinogenic la medul-la ossea pot augmentar la produccié d'aquests
tipus cel‘lulars i per tant la possibilitat de crear nous vasos. Anomenem vasos co-opted aquells
que ja existien en el feixit normal i que el tumor ha envoltat i utilitza com a propis (Carmeliet

and Jain 2000)
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Per altra banda, hi ha estudis que determinen més funcions que no pas les de formar vasos en
les cellules endotelials. Es creu que les endotelials intervenen en la diferenciacié dels 6rgans
que nodreixen. Aixo s'ha vist en cocultius /n vitro (Wartenberg, Donmez et al. 2001) i en
estudis de la formacié del pancreas i el fetge. (Lammert, Cleaver et al. 2001) Per tant les
relacions entre els tumors i les endotelials sén més amplies que no només la formacio dels

vasos sanguinis i aquest és un punt molt poc treballat.

ANGIOGENEST

CONCEPTE

El terme angiogénesi es va crear l'any 1935 per descriure la formacié dels vasos en la
placenta.(Folkman and Klagsbrun 1987) D'aquesta manera es defineix angiogenesi com a
neoformacié de vasos sanguinis a partir daltres existents, procés diferents de la
vasculogénesi , on els vasos es formen a partir de cellules del teixit mesenquimal que es
diferenciaren en angioblast. Segons la influencia de diferents factors, es diferenciaran del
plexe del mesoderm cellules endotelials o bé cellules hematopoietiques. En aquesta
diferenciacié la familia dels factors de creixement vascular i els seus receptors un i dos,
tenen la clau per diferenciar i mantenir els dos tipus cel-lulars. La vasculogénesi és més propia
de I'embriogenesi en canvi l'angiogenesi es produeix en la vida embriondria peré no de manera
exclusiva. També és produeix angiogénesi en el cicle menstrual, la curacié de ferides, en la
mamella alletant, en el cicle del pél, en la resposta immunologia i en situacions patologiques
diverses. (Exemples: Artritis reumatoide, retinopatia diabetica i altres patologies oculars,
psoriasis, creixement tumoral i metastdsic..). Dins del procés d'angiogénesi diferenciem
I'angiogénesi amb sprouting i no-sprouting. Parlem d'sprouting quan les cél-lules endotelials del

vas existent degraden la membrana basal de I'endoteli migren fins a un nou punt a través
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d'estimuls quimiotdctics i formen nous vasos, una nova xarxa. En cas contrari de no-sprouting
les ceéllules endotelials es divideixen i avancen formant hou vas a continuacié de

I'existent.(Risau 1997)

ALLAU D'ESDEVENIMENTS ANGIOGENICS

Es consideren esdeveniments angiogénics al conjunt de processos consecutius que es
produeixen des de I'existéncia d'un vas sanguini fins a la formacié d'un de nou. Hi ha forga
consensos en l'ordre d'esdeveniments i és més arbitrari I'agrupament en fases. Podem
explicar-ho en tres fases que es caracteritzen per:

Fase d'iniciacio: S'esdevenen processos que desencadenen l'estimulacié de les cellules
endotelials per desenvolupar un nou vas. Coneixem varies causes d'aquest inici i segur que
també existiran altres encara desconegudes; la hipdxia o la pressié intersticial entre altres
sén de les més estudiades. Les consegiiéncies d'aquests esdeveniment comencen en l'alliberacié
de factors per part de diferents tipus cel-lulars com: mastdcits, macrofags, cél-lules
tumorals, pericits... o per la mateixa matriu extracel-lular que els conté units. (Exemple: el
VEGF s'uneix a I'heparina i una heparinitzacié allibera VEGF ). (Bergers, Brekken et al. 2000)
Alguns d'aquests factors serien : bFGF, VEGF, TNF-a , angiopoietina 2.

Fase proliferativa i invasora: En aquesta fase es defineixen els efectes de la unié dels
factors als receptors. Els senyals portaran en aquests ordre a: canvis en l'adhesié tan cel-lula-
cellula com cél-lula-matriu, a la divisié cellular i a la migracié. Aquests canvis cel-lulars
comporten dilatacié, formacié de fenestracions i elongacié dels vasos preexistents. Els
contactes amb la matriu extracellular son molt importants, les integrines i els enzims de
digestié de la matriu extracel-lular adquireixen un rol molt rellevant. Es produeix la digestié
de la lamina basal. Especialment la MMP-2 i la MMP-9 sén les metaloproteinases més

relacionades amb angiogénesi. (Lambert, Wielockx et al. 2003) Les integrines estan
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estretament relacionades amb l'activacié de les MMPs, i també amb la seva alliberacié de
forma activa al medi. En aquesta fase és on es localitza la divisié cel-lular de I'endotelial i la
migracié als teixit adjacents. En aquest punt els enzims de degradacié de la matriu
extracel-lular tornen a tenir un paper important.(Egeblad and Werb 2002)

Fase de diferenciacié: Distribucié de les cél-lules formant una llum vascular, segregacio i
estructuracio de les lamines basals. Unié a altres vasos sanguinis per tancar el circuit. El qué
s'anomena un /oop vascular. Estabilitzacié del vas amb la formacié de les lamines basals i la
unié de les cél-lules acompanyants com ara els pericits i cél-lules musculars. En aquests punt
s’ha demostrat que l'accié de factors com l'angiopoietina-1 i els seus possibles receptors
tirosin quinases (TIE) tenen unes funcions molt importants. (Loughna and Sato 2001) També
s'ha descrit que TGF-B, PDGF i algunes interleuquines tenen accions importants en aquests
moment de maduracié, diferenciacié i incorporacié de cellules acompanyants en un vas
sanguini. (Tivanainen, Nelimarkka et al. 2003)

FASE FASE PROLIFERATIVA FASE DE
D'INICIACIO T INVASORA DIFERENCIACIO

BFGF

FIGURA: ESDEVENIMENTS ANGIOGENICS. Representacié esquemdtica de la progressié del proces de
formacié de nous vasos sanguinis. L'esquema segueix les explicacions de I'apartat de manera simplificada.

Els factors i receptors que intervenen estan representats en el color del seu nom. Les cel-lules carbassa

representen endotelials, les verdes cél-lules muralsdels vasos i les blaves mondcits/macrdfags. Altres

detalls sén: Plagues d'adhesié entre les cél-lules murals i les endotelials (§§§ ) i Gap Juctions ( 0 ),
fibronectina i col-lagen de la matriu extracel-lular (/), integrines (— ) i filaments d'actina del mdscul
llis (= ). 31
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ANGIOGENIC SWITCH

L'inici del procés angiogénic depen de la balanga entre els factors angiogénics i
antiangiogenics. Si les molecules angiogeniques pesen més en la balanga es produird
angiogeénesi i en cas contrari s'inhibird l'angiogénesi. Molts senyals externs i interns a la
cel-lula poden modificar aquesta balanga de factors, s'ha descrit: I'estrés metabolic (Canvis de
pO,, de pH i dhipoglucemia), estres mecdnic ( pressid, dany..) resposta inflamatdria i
immunologica i mutacions genetiques. Quan parlem d'angiogenesi sobint nomeés valorem la
resposta de les cél-lules endotelials a aquestes senyals, pero el procés inclou molts altres tipus
cel-lulars i sistemes. (Carmeliet and Jain 2000). Molecularment els estudis revelen que hi ha
dues families de factors que prenen més importancia, sén més potents a I'hora de decantar la
balanga: el VEGF i la de les angiopoietines. (Yancopoulos, Davis et al. 2000) Les funcions
atribuibles al VEGF sén en pro a l'angiogénesi junt amb altres factors de proliferacié cel-lular
com FGF , EGF , PDGF, TGFo... .Les angiopoitines 1 i 2 son les més relacionades amb
I'angiogenesi, les seves funcions estan més discutides perd sembla que l'angiopoietina 1 es
classificaria com a anti angiogénica per tenir funcions més estabilitzadores del vas i la
angiopoietina 2 com a pro angiogenica en tan que inhibeix la funcié de la angiopoietina 1. Altres
molécules estructurals com la TSP-1, angiostatina, endostating, interfero y han estat sempre

associades a l'inhibicié d'aquest procés.
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FACTORS ANGIOGENICS

VEGF: FACTOR VASCULAR DE CREIXEMENT ENDOTELIAL

La hipdtesi de que les cél-lules en hipdxia, com les tumorals, produien un factor quimiotactic
que es difonia i provocava l'angiogénesi ja data del 1968. Purificada de l'ascitis d'un
hepatocarcinoma de porc de Guinea, Senger va descriure l'any 1983 una proteina que
provocava la permeabilitat vascular 50.000 vegades més eficientment que la histamina.
(Senger, Galli et al. 1983) . Aquesta proteina es va anomenar VPF: Factor de Permeabilitat
Vascular. Se li va atribuir la funcié de permeabilitzar I'endoteli en molts diferents espais
com: pell, teixits subcutanis, pleura, mesenteri, diafragma, mudscul de la retina, musculatura
esquelética... que no estaven associades a un dany en les cellules endotelials o altres
components del vas sanguini. També es va coneixer que el seu efecte és efectiu en un o dos
minuts i desapareix en uns 20 minuts. No va ser fins al 1990 que el propi Senger va poder
purificar i seqiienciar la proteina.

Mentrestant al 1989 Ferrara i Henzel van dillar i purificar una proteina del medi condicionant
de ceél-lules del folicle pitiutari bovi. L'anomenen VEGF i li atribueixen propietats de mitogen
especific per cel-lules endotelials. (Ferrara and Henzel 1989) En el mateix any, 1989 Connolly
et al dillen el VPG huma i el segiiéncien. (Connolly, Heuvelman et al. 1989) De seguida s'adonen

que el VPF i el VEGF son la mateixa proteina. (Ribatti 2005)

Gen VEGF
Actualment es coneixen quatre gens diferents de VEGF, els anomenem A, B, Ci D. Tots estan

codificats en una regié que aproximadament ocupa 14 kb i generen transcrips de 1.2 a 4.5 kb.
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Cada gen esta localitzat en un cromosoma diferent i les proteines que codifiquen tenen 20,
21 o 30 kDa i en alguns casos formen dimers o tetrdmers i tenen una maduracié post
traduccional important. Entre el VEGF A i el B hi ha una homologia del 45% i entre el A, Ci el
D encara és menor (30%). En canvi hi ha més del 60% d'homologia entre el VEGF-C i el
D.(Tammela, Enholm et al. 2005). El més estudiat és el gen VEGF-A té 8 exons i 7 introns
que generen splicings alternatius. Per cada splicing en surt una isoforma diferent de VEGF:
121 , 145, 165, 189 i 206. Actualment s'ha descrit altres possibles splicings poc coneguts
encara ( VEGF: 148 , 162 , 183 0 165B). Les formes més abundants fins ara localitzades sén la
VEGF 165, 189 i 121. El VEGF 206 només es localitza en els teixits embrioldgics. EI VEGF 145
és el menys mitogénic per les cél-lula endotelial. L'exé 6 aporta un possible anclatge de la
proteina i per tan varia les caracteristiques del es isoformes, aixi doncs el més soluble és el
VEGF 121 i la meitat del 165, el 145, 189 i el 206 que produeixen les cellules, esta unit a
proteoglicants heparans sulfats (H.S.) de la matriu extracel-lular. L'anclatge els permet
mantenir-se com a reservori que s'allibera amb la lisi de la matriu. Aquests diferents splicings
encara pateixen modificacions post-traduccionals que generen diferents estructures. La
glicosilacié és la modificacié més freqlient pero s'’ha descrit alguns canvis d'aminodcids que
ddnen caracteristiques diferents a la proteina. Uns exemples serien: A/ En el punt 115aa on
en els splicing 165 i 121 hi ha una lisina i en la resta una asparagina B/ En I'exd 6 és codifiquen
aa forga basics que promouen que la forma 189 que conté aquest exo tingui caracteristiques
més bdsiques que les altres. (Tischer, Mitchell et al. 1991) El promotor del VEGF esta molt
conservat en fotes les especies estudiades: rata, ratoli i humd. Fins i tot els llocs de resposta
a factors de transcripcié es mantenen. El promotor del ratoli és I'inic perd que € un lloc NF-
kB entre les bases -90 i -185. S'ha descrit un domini promotor encriptat en una zona que es
considerava no codificant en 5'. Aquest nou promotor esta localitzat en el +632 downstream
de l'inici classic. Sembla que és totalment independent de l'altre promotor. Es insensible a la

hipoxia pero se li
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atribueixen alguns elements de resposta que es localitzen ypstream del seu punt d'inici.(Akiri,

Nahari et al. 1998)

TAULA: GENS I SPLICINGS DEL VEGF

SPLICING B
CROMOSOMA CARACTERISTIQUES RECEPTOR
(Exons)
VEGF VEGFR1,
123458 Soluble
121 VEGFR2
VEGF Poca poténcia mitogénica endotelial.
1234568 VEGFR2
145 Unit a la matriu extracel-lular (H.S.)
50% Soluble
VEGFR]1,
50% Unit a la matriu extracel-lular
VEGF VEGFR2,
6p23.1 1234578 [(HS)
165 NEURO-
Maxima poténcia mitogénica
PILINS
endotelial
VEGF 1234567 VEGFR,
Unit a la matriu extracel-lular (H.S.)
189 8 VEGFR2
VEGF 123,456, |Funcionsenembriogenesi
206 6',7,8 Unit a la matriu extracel-lular (H.S.)
Unit a la matriu extracel-lular (H.S.)
VEGF B 11913 Abundant en teixits musculars i | VEGFR1
pancreatics.
VEGFR2,
VEGF C 4q34 Funcions linfoangiogéniques
VEGFR3
VEGFR2,
VEGF D Xp22.31 Funcions linfoangiogéniques
VEGFR3
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Funcions del VEGF-A

El VEGF s'uneix al seu receptor desencadenant la transduccié de senyals que portard a les
cellules a la proliferacié i a la migracié. La proliferacié i migracié de la cél-lula endotelial i
la permeabilitat vascular son les principals funcions que s'ha descrit per aquest factor.

VEGF i embriogénesi

En el procés d'embriogénesi el VEGF-A esta implicat en vasculogénesi i angiogénesi. Una de les
funcions és promoure la diferenciacié de la cel-lula mesenquimal a angioblast per determinar
si sera una cél-lula endotelial o hematopoietica. També realitza les seves funcions més
descrites de mitogen endotelial, quimiotdctic per la migracié de les endotelials i
permeabilitzador del vasos sanguinis.

Només amb la inactivacié d'un al-lel del VEGF-A és letal per I'embrid entre el dia 11 i 12. Pocs
gens son tan agressius i assenyala la seva importancia en aquest moment del desenvolupament.

VEGF post-natal

Progressivament el VEGF-A es redueix després del naixement ( Tant circulant com en teixits)
i les cel-lules endotelials es tornen quiescents. Tenen un recanvi de 3 anys.

L'expressié del VEGF es concentra en moments del cicle menstrual femeni (Cos luti dels
ovaris, formacié de I'endometri uteri...) i en els moments de renovacié de les endotelials.

El propi fenomen de l'angiogenesi es redueix a aquests moments naturals i a un conjunt
d'estats patologics com: artritis, retinopaties, reparacié de ferides, creixement fumoral .... La
funcié del VEGF-A en aquests moments son les ja descrites: proliferacid, migracié endotelial i

permeabilitat vascular.

Regulacio del VEGF-A
La regulacié fisiologica principal del VEGF-A és a través de la hipéxia i la hipoglucemia., per

falta dels components principals que hecessiten les cél-lules per la seva supervivéncia. Es una
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regulacié molt potent que pot desencadenar l'angiogenesi fins a subministrar l'oxigen i els
substrats energenics en les proporcions cel-lulars necessaries. (Acker and Plate 2002) Altres
mecanismes de control de la concentracié d'aquesta proteina son la produccié i funcionament
d'altres gens i proteines, alguns exemples serien: Ras (Rak, Mitsuhashi et al. 2000), src, fos,
v-yes, p53 (Zhang, Yu et al. 2000; Acker and Plate 2002) , c-Myc (Barr, Campbell et al.
2000), NO, erb-B (Hsieh, Chen et al. 2004) i citoquines com el TGF- o o (Gille, Swerlick et
al. 1997) La produccié d'hormones com els estrogens també s'ha relacionat amb la produccié
de VEGF-A. Aquest control estd relacionat amb un element de resposta als estrdgens
localitzat en una zona que es podria considerar promotor. (Hyder, Huang et al. 2000) Fins i
tot hi a estudis que relacionen la produccié de VEGF-A de les cel-lules amb una pressié
mecanica i amb I'edat de l'individu. De manera que un augment de pressié o una edat avangada
fan disminuir la produccié de VEGF. (Gan, Miocic et al. 2000; Rivard, Berthou-Soulie et al.
2000). En el procés de produccié de proteina VEGF hi ha nivells importants de  regulacié
:Transcripcional, estabilitat de IRNA per les zones 3' UTR, Transport del nucli al citoplasma
per les regions IRES de l'extrem 5'.... tot controlat per una llarga immensa llista de factors
externs i/o interns. Un resum el trobem a la taula dels factors estimulants dels promotors
del VEGF. La hipoxia és un dels factors més clarament reguladors de l'expressio del

VEGF.(Pages and Pouyssegur 2005)
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TAULA: FACTORS I ESTIMULANTS DEL PROMOTOR DEL VEGF

FACTORS AMB ELEMENT DE |ESTIMUL-LANTS DELS FACTORS DEL
REPOSTA EN EL PROMOTOR | PROMOTOR
TNFa , PDGF , IL-1B , Endotoxina,
Spl Acid retinoic , I'oxidacié , HGF,
TGF-p1 , IRS/PKC
Acid retinoic trans, Interferd o , estrés
oxidatiu , infeccié per Helicobacter pylori ,
Spl/ Sp3 Gonadotropina , fusié dels gens Bcr/Abl per
translocacié de cromosomes que activa la via de
Ras.
HIF-1 Hipoxia , pH dcid.
A2 TGF-a , serum, ratjos UV, Hepatocit GF,
EGF
Via Ras/Erk , receptors tirosin quinases
Spl/ AP-2
erb-B
Spl/ Sp3 / ERE /PRE Estrdgens, Progesterona

Regulacié transcripcional

1.- El promotor del gen del VEGF conté llocs d'unié SP1, de manera que la unié de SP1 a

aquests llocs afavoreix la transcripcié del gen. Es coneixen diferents mecanismes relacionats

amb SP1 que podren modificar la unié del factor al element de resposta del gen VEGF.

Quan SP1 s'uneix a la lligasa E2 i al pVHL deixa de realitzar l'accié d'activacié sobre el

promotor del gen directament. Per altra banda promou la inactivacié de la proteina quinasa €
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de manera que aquesta deixa d'organitzar les proteines que s'uneixen als llocs UTR del mRNA
VEGF i el fa menys estable.

P53 i p73 sén proteines forga homologues i tenen funcions de regulacié del cicle cel-lular quan
hi ha dany en el DNA. Aquestes proteines interaccionen amb SP1 i no coneixem exactament el
mecanisme pero inhibeixen la transcripcié del VEGF per SP1.

La unié de SP1 al promotor del VEGF depen de la fosforil-lacié dels seus residus de serina i
treonina. Coneixem diferents mecanismes de fosforil-lacié de SP1 a través d'enzims com: la
DNA PK: DNA fosfoquinasa , Caseina quinasa IT , PKA : fosfoquinasa A i les Erk. Sabem que
en resposta al sérum es fosforil-la la SP1 i que respon a estimuls com: HGF , EGF , neu, NDFs ,
TGF-B1i la via del Ras. S'ha relacionat molt 'activacié del gen del VEGF per SP1 fosforil-lada
per la via del Ras i per les Erks. (Milanini-Mongiat, Pouyssegur et al. 2002)

SP1 té una competéncia per unir-se als elements de resposta del promotor del VEGF, la SP3.
La proporcié SP1 / SP3 és molt important perqué SP1 s'uneixi al promotor i activi o bé ho faci
SP3 i inactivi. S'observa una dependéncia d'aquesta proporcié a la hipoxia. De manera que en
hipdxia, baixa SP3. Els mutants que no tenen elements de resposta a HIF1 aquesta proporcié

no depén de la hipoxia.

FIGURA: ESQUEMA DEL PROMOTOR DEL VEGF

GEN VEGF-A

- - 1520 - 716 +1 +679
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2.- AP-2 és un factor que té un element de resposta en el promotor del VEGF-A. Sha
descrit que hi ha varis factors i mecanismes que provoquen un augment d'AP-2 i en
conseqiiencia un augment de VEGF. (TGF-a , ratjos UV, Hepatocit GF, EGF, Vies de Ras ). La
regulacié d'aquest factor es creu forga especifica al tipus cellular.

3.- El control de la transcripcié del VEGF a través de la pO; i del factor HIF-1 és un dels
més estudiats i coneguts. HIF-1 és una proteina heterodimérica amb dues subunitats HIFla i
HIF1B que estimula la transcripcié del gen del VEGF unint-se a 'element de resposta a la
hipoxia (HRE). EI HIF1B és constitutiu en totes les cél-lules i a efectes de pO; no es regula. La
subunitat HIF1la augmenta la seva concentracié amb una disminucié de la pO.. La regulacié de
la concentracié d'aquesta subunitat és la base en el control de l'activitat del HIF1. Un
augment en la pressié d'oxigen augmenta la unié de HIFla al pVHL i per tant a la ubiqiiitina E2
i a altres factors que comporten el transport de HIFlo al proteosoma i a la degradacid. Sila
pressio d'oxigen és baixa, HIFla és transportat a I'interior del nucli on formara la proteina
HIF1. Aquest heterodimer junt amb altres cofactors com CBP/p300 estimulara la produccié
de VEGF i altres gens, unint-se als elements de resposta a la hipoxia. (HRE). Un altre punt de
control conegut es produeix quan p53 s'uneix a HIF1 impedint que s'hi uneixi CBP/p300 i al
HRE i per tant disminueix la transcripcié dels gens amb HRE. (Kallio, Pongratz et al. 1997;
Acker and Plate 2002)

4.- El gen del VEGF té un element de resposta als estrogens a la posicié i tres elements de
resposta a la progesterona. Un d'aquests dltims situat a +679, es dedueix que regularia un
segon lloc de transcripcié descrit en el gen del VEGF-A. La unié dels estrogens al receptor
estimula la transcripcio del gen del VEGF. S'ha descrit que el receptor d'estrogens es pot unir
al BRCA, SP1 o SP3 inhibint la transcripcié. En els casos tumorals on BRCA esta inhibit
s'observa un augment de VEGF-A i de la vascularizacio en general. (Stoner, Wormke et al.

2004)
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Receptors del VEGF

Els receptors del VEGF formen una subfamilia de receptors tirosin quinasa caracteritzats per
tenir set /oops immunoglobulina like extracel-lulars. Actualment se n'ha descrit tres que els
anomenem: VEGF R1 (fl+-1) (180kD), VEGF R2 (KDR/Flk-1)(230kD) i VEGF R3 (Flt-4)(170kD).
El VEGF també s'uneix a proteoglicans heparans sulfats ( H.S.) i als Neuropilin 1 i 2. La unié
del VEGF a aquestes proteines extracel-lulars no comporta una resposta bioldgica sense la
presencia de receptors tirosin quinases. Els neuropilins poden unir-se a la familia dels Plexins i
formar receptors Sema3A relacionats amb el desenvolupament neuronal durant
I'embriogenesi, la migracié cel-lular i descrits en algunes cel-lules tumorals on es relacionen
amb invasié i resisténcia a citotoxics. (Wey, Gray et al. 2005) (6ray, Wey et al. 2005). El
reconeixement de la proteina amb el receptor és especific del gen del VEGF i dels diferents
splicings, les relacions estan descrites en la taula de: "Gens i sp/icings del VEGF", en |'apartat
anterior "Gen del VEGF".

L'expressié d'aquests receptors en el desenvolupament embriogénic és essencial fins al punt
de que la manca d'un sol al-lel produeix letalitat fetal en ratolins ('un al-lel dia 11 i els dos dia
8.5). Es relacionen en la maduracié i formacié de tot el sistema vascular, hematopoiétic i
linfatic. En l'adult l'expressié d'aquests receptors sempre ha estat associada a una
especificitat de les cél-lules endotelials. Perd ja s’ha descrit I'existencia dels VEGFR1 i R2 en
altres tipus cel-lulars com: mondcits, cél-lules mesengials renals, osteoblast, pericits, cel-lules
progenitores hematopoietiques, cél-lules de la musculatura llisa, cel-lules trofoblastiques,
megacariocits, cél-lules progenitores renitals i algunes cél-lules tumorals. (Masood, Cai et al.
2001; Byrne, Bouchier-Hayes et al. 2005). VEGF potencia I'expressié d'ambdds receptors peré
I'hipoxia també és un factor determinant. (Hiramatsu, Miwa et al. 2006) La pressié d'oxigen
regula els dos receptors més abundants pero de manera diferents, en VEGFR1 (Flt-1) regula la
transcripcié pero en VEGFR2 (KDR/Flk-1) la regulacié és postranscripcional. (Gerber,

Condorelli et al. 1997)
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L'afinitat del VEGF és deu vegades superior amb VEGFR1 que no pas VEGFR2 pero l'activitat
tirosinasa del R2 és deu vegades més potent. La unié del lligant comporta dimeritzacié del
receptor i autofosforil-lacié. En algunes ocasions s'ha localitzat heterodimers entre VEGF R1 i
R2. El resultat de la unié del VEGF al receptor VEGFR2 és I'augment de la proliferacid, la
migracié i la supervivencia cel-lular. Per la via del Ras-Raf-ERKs activaria la proliferacio
cel-lular, per la via PI3K-Akt atura I'apoptosi i indueix a la migracié junt amb l'activacié de la
via de FAK . Sha reconegut complexes de VE-Cadherina amb VEGFR2 i B-Catenina que
activarien la via de PI3K. La unié de VEGF amb VEGFR1 es relaciona amb migracié cel-lular per
I'activacié de la via del FAK. Altres rutes menys conegudes com la dels STATs també s'activen
amb la unié del VEGF als seus receptors. (Veikkola, Karkkainen et al. 2000) (Byrne, Bouchier-
Hayes et al. 2005)

ANGIOPOIETINES

Les angiopoietines son glicoproteines secretades al medi, descrites per la seva unié a TIE2 /
Tek, un receptor tirosina quinasa de les cél-lules endotelials. Hi ha descrites més de tres
angiopoietines pero les més estudiades en relaci6 amb l'angiogénesi son la 1 i la 2.
L'angiopoietina 1 va ser descrita per Samuel Davis I'any 1996. (Davis, Aldrich et al. 1996) Es
una glicoproteina d'uns 55 KDa, que s'uneix a glicids i arriba a 70KDa. Té un domini d'unié al
fibrinogen en I'extrem C-terminal i una estructura supercoil a I'extrem N-terminal que li
permet tenir 'opcié d'unir-se a altres proteines i formar multiestructures. Es coneixen dos
isoformes d'aquesta proteina a i b . Les isoformes mantenen la pauta de lectura perd la forma
b esta escurgada per l'extrem C-terminal. No s'ha vist en cap situacié que les cél-lules
endotelials secretessin aquest factor, la sintetitzen la musculatura llisa, les cél-lules tumorals

i altres.
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Entre I'angiopoietina 1 i al 2 hi ha una homologia del 60% dels aa i en ambdés casos la unié amb
TIE2 té la mateixa afinitat. Els dos gens d'aquestes proteines estan en el cromosoma 8.

L'angiopoietina 2 té una 496 aa i recorda molt l'angiopoietina 1 isoforma a. Es sintetitza
majoritariament en les cél-lules endotelials. S'uneix a TIE2 amb la mateixa afinitat pero els
resultats descrits d'aquesta unié sén totalment contraris. La pérdua del gen de I'angiopoietina
2 és compatible amb la vida, els ratolins deficients en aquest gen neixen aparentment normals.
Al contrari, els embrions amb sobreexpressié d'angiopoietina 2 son letals.(Gale, Thurston et al.
2002) Aquestes caracteristiques ens dona una idea de que l'angiopoietina 2 sera una molécula
que pel seu bon funcionament necessitara una regulacié estricte de dosis d'espai i temporal.
Recentment s'ha identificat que aquesta molécula s'emmagatzema junt amb la P-Selectina i el
Factor Von Willebrand en cossos de Weibel-Palade, aquests serien un punt de regulacié

important. (Fiedler, Scharpfenecker et al. 2004)

Funcions

L'angiopoietina 1 no se li reconeix una funcié de factor de proliferacié. En experiments on es
cultiven cel-lules endotelials amb concentracions d'angiopoietines suficients per fosforil-lar el
receptor TIE-2, no es veu efecte de proliferacié cel-lular com es determina amb altres
factors com VEGF, FGF, EGF... Aquests factors angiogénics provoquen la formacié de tubs en
matrius de col-lagen i s'ha vist que I'angiopoietina 1 tampoc no realitza aquesta funcié. (Davis,
Aldrich et al. 1996) De moment no s'ha pogut determinar la funcié de I'angiopoietina 1 en
cultius /n vitro pero sembla que podria ser important per acompanyar al VEGF i per altres
funcions amb el receptor TIE-2 ja que els embrions sense angiopoietina 1 tenen els mateixos
defectes que sense VEGF o sense TIE-2. (Davis, Aldrich et al. 1996) En les fases
embriondries s'ha detectat angiopoietina-1 en la musculatura cardiaca al principi de
I'embriogenesi (E9-E11) i més tardanament al voltant dels vasos en formacié. L'angiopoietina 1
quan s'uneix al TIE2 indueix a les cél-lules endotelials al reclutament de pericits i cél-lules de

la musculatura llisa per formar el revestiment del vas sanguini i li proporciona una estabilitat a
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la cel-lula endotelial perqué es mantingui viva i en quiescencia . Aquesta és la funcié més
descrita per aquesta proteina i sembla que la realitza a través de HB-EGF.

L heparin binding EGF el secreten les cél-lules endotelials i s'uneix al receptors erb-B de les
cel-lules musculars, provocant el seu reclutament a formar els vasos sanguinis més estables.
L'angiopoietina 1 en aquest cas podria actuar com a factor de transcripcié estimulador del gen
HB-EGF i promoure d'aquesta manera el reafirmament del vas. (Tivanainen, Nelimarkka et al.
2003)

Les funcions de I'angiopoietina 2 comporten fins al moment un punt de forga controversia. Es
defineix com la que provoca la no senyal en el receptor TIE-2 al bloquejar el receptor amb la
seva unié. Allibera els pericits i les ceél-lules de la musculatura llisa. S'ha publicat que
angiopoietina 2 a altes concentracions activa TIE-2 en cél-lules endotelials, que indueix a la
formacié de tubs vasculars, que activa la fosforil-lacié de TIE-2 en fibroblastes o altres tipus
cellulars no endotelials. L'angiopoietina 2 s'acumula en ['iter, ovaris i placenta i es creu que és
molt important en l'inici de I'angiogénesi patologica, en el moment que la patologia fa malbé
I'entorn vascular i comenga la renovacié o la hova formacio.(Ribatti, Vacca et al. 2000) Aquests
efectes seran pro angiogénics o anti angiogenics depenent de I'ambient i el moment del teixit.
Acompanyada per altres citoquines com el VEGF, |'angiopoietina 2 pot afavorir I'angiogenesi
perd en un altre context pot induir la regressié de les cél-lules endotel lials. Cal trobar bons
models per poder estudiar molt bé aquesta molécula ja que actualment hi ha descrites a la
literatura moltes discrepdncies entre els models /n vitroi els in vivo. (Scharpfenecker, Fiedler
et al. 2005) Les funcions d'aquesta proteina estan molt discutides i de moment sabem que
promou fenomens el resultat del quals pot ser pro o anti angiogénic segons el moment de

l'actuacidé.

Receptor cel-lular TIE2
El receptor TIE2 és un receptor tirosina quinasa especific de les cellules endotelials. Se li

reconeixen 4 lligants: angiopoietina 1-2-3 i 4. L'angiopoietina 1 indueix |'autofosforil-lacié del
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TIE2 perc l'angiopoietina 2 bloqueja aquesta fosforil-lacié. Les interacions amb els altres
lligants son forga desconegudes o relacionades amb linfaangiogénesi. La fosforil-lacié de TIE2
estd relacionada amb el control de la supervivencia de la cél-lula endotelial i amb l'induccié a
I'sprouting. E| control de la supervivéncia s'explica per l'activacié de la via Akt que augmenta
amb l'activacio del lligant al receptor. L'sprouting és el procés més poc descrit dels que
comporta l'angiogénesis. Existeixen teories publicades que demostren que l'activacié de la via
PI3K Akt simultaniament o en col-laboracié de TIE2 i VEGFR2 condueix a la céllula a la
migracié i I'sprouting. (DeBusk, Hallahan et al. 2004) També s'ha descrit la possible activacid
de la via de RAS-MAPKs per l'activacio de TIE2. S'explica aquesta activacié a través de
proteines adaptadors al receptors tirosina quinases que interacionen amb TIEZ2 i Ras. (Audero,
Cascone et al. 2004) (Jones and Dumont 1998) i es coneix un grau de control daquesta
activacio amb els receptors quinases EphB La via de les RAS-MAPKs en les cel-lules
endotelials esta potenciant proliferacié i migracié i s’ha demostrat que la coordinacié amb el
TIE2 i angiopoietina 1 augmenta el 50% de l'efecte de migracié perd no el de proliferacid.

(Kim, Ryu et al. 2002)

TROMBOSPONDINA- 1

La tfrombospondina-1 és una glicoproteina trimérica de 450KDa de la matriu extracel-lular que
interacciona amb altres components de la matriu, receptors cel-lulars, factors solubles i
enzims proteolitics.

Aquesta proteina va ser descrita a principis dels anys 70 per Baenziger com una proteina que
s'emmagatzemava en els grdnuls o de les plaquetes i que quan aquestes cel-lules s'activaven per
la trombina la proteina era alliberada. El nom de trombospondina prové justament del fet de

que sigui la proteina que respon a l'estimul de la trombina. Entre els any 1991 i 1994 es van
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purificar del cartilag proteines que s'anomenaven C.O.M.P. (Cartilage Oligomeric Matrix
Protein) , la seva homologia amb la trombospondina va definir una familia de gens. Actualment
es coneixen 5 trombospondines , la TSP-1 va ser la primera a descriure's i per aixo li varen
denominar el nombre 1. Les trombospondines 1 i 2 son trimeriques , la 3, 4 i 5 son
pentameriques. Cada monomer té uns 1.152 aa que pesen de 150 a 110 KDa. Aquesta proteina
pateix modificacions post-traduccionals com: Glicosilacions en l'extrem N-terminal i -
hidroxilacions dels residus d'asparragina. Sén proteines sintetitzades per varis tipus cel-lulars
no només per plaquetes com es pensava de bon principi: céllules endotelials, fibroblasts ,
cél-lules de la musculatura llisa, neumdcits entre altres. Els extrems N i C-terminals formen
estructures globular, té un domini d’homologia al col-lagen, dues cisteines implicades en la
formacié del trimer i tres tipus d'estructures repetitives. El tipus de repeticié 1 es repeteix
tres vegades en l'estructura de la trombospondina i és homoleg a les repeticions dels
components com la properdina, UNC i espondina ( Proteines que formen el complement)
Aquests tipus 1 també s'anomenen frombospondina repeat o properdina repeat. Les
estructures de repeticio 2 es repeteixen tres vegades i son homolegs amb el factor de
creixement epidermic. El tipus de repeticié que anomenem 3 es repeteix set vegades en la
trombospondina i conté dues seqiiencies d'unié al calci semblants als de la calmodulina. La
trombospondina podria estar unida a 35 ions de calci i és un punt important pel seu
funcionament.

El gen de la trombospondina-1 esta situat en el cromosoma 15 dels humans o en el 2 dels
ratolins. Ocupa unes 20 Kb i té 22 exons. El promotor d'aquest gen té varis llocs d'unid

sobretot per proteines del serum. S'ha descrit diferents sp/icing del gen.(Adams 1997)

Regulacio
La regulacié a nivell de traduccié estd determinada pels elements de resposta del promotor
(Exemples coneguts: serum, Egr-1i Spl). No coneixem tot el promotor de la TSP-1 ni tampoc

s'ha identificat un locus d'unié a Id-1; pero s’ha comprovat que Id-1 reprimeix I'expressié del
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gen actuant sobre la zona -1120, -1310 del promotor del gen de la TSP-1. Per tant es creu que
actua per un altre mecanisme o seqiiencia fins ara desconeguda sobre el gen de la TSP-1.

Id-1 és el major determinant de I'expressié de TSP-1 en I'angiogénesi tumoral. (Volpert, Pili
et al. 2002) Sabem que el gen de la TSP-1 és de resposta immediata a efectes com:
components del sérum, a la densitat cellular, a I'estres cel-lular (hipoxia , xocs térmics...),
alguns factors de PDGF , TGF-B , bFGF, també esta regulat per I'expressié de gens relacionats
amb l'oncogenesi com: p53, Ras, c-Myc , v-scr c-fos i c-jun. No s'ha localitzat una relacio
directe entre Ras i TSP-1, perd si que s’ha descrit una relacié entre Ras, Myc i TSP-1. Quan
s'hiperactiva i la via de Ras-PI3K i Rho s'indueix a la sobreexpressié de c-Myc llavors
s'inhibeix I'expressié de TSP-1 .(Watnick, Cheng et al. 2003) Esta descrit que la mutacio de
p53 disminueix I'expressié de TSP-1 i provoca un augment d'angiogénesi. Per tant en l'efecte
contrari p53 wt augmenta I'expressié de TSP-1.(Dameron, Volpert et al. 1994)

L'any 1996 ja es va determinar que la transcripcié de TSP-1 en I'endometri depenia dels
receptors de progesterona. Recentment sha vist que els estrogens poden regular
indirectament els efectes de TSP-1. Aquests control indirecte és a través del CD36 que esta
molt poc expressat en presencia d'estrogens. (Iruela-Arispe, Porter et al. 1996; Uray, Liang et

al. 2004)

Funcions

Com a proteina de la matriu extracel-lular que s'uneix a proteines transmembranals com els
CD36 , les integrines i alguns receptors de factors de creixement entre altres, es dedueix
que esta intervenint en la senyalitzacié dels estimuls externs cap a l'interior de la cel-lula i en
els posteriors efecte sobre la cél-lula i la matriu extracel-lular. De moment se li reconeixen
intervencions en la migracié, 'adhesid i el creixement cel-lular i també en l'angiogenesi. Cinc
punts podrien resumir el coneixement que en tenim de les seves funcions.

1.- La trombospondina forma part de la xarxa entre leucocits i plaquetes en una resposta

inflamatoria. Intervé en la formacié del llit de fibrina, unint la fibrina amb el plasmindgen
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urokinasa i les glicoproteines riques en histidines. Aquestes unions intercel-lulars les realitza a
través de proteines transmembrenals com la CD36 i les integrines avp3.(Adams 1997)

2.- La Trombospondina-1 estad relacionada amb I'activacié del TGFp . Aquest factor és secretat
de manera latent unit a un sistema peptidic de latencia (LAP). Per activar TGFB cal
mecanismes de proteolisi, unions amb les integrines i altres proteines de la matriu
extracel-lular com la Trombospondina-1. La unié de la Trombospondina al TGFB + LAP suposa
I'activacié del factor. Aquesta unié es realitza per dos seqiiencies situades en els repeats
tipus 1 de la Trombospondina-1 i ambdds locus son necessaris per |'activacié. (Schultz-Cherry,
Chen et al. 1995; Young and Murphy-Ullrich 2004)

3.- Esta forga relacionada en la maduracié del Sistema Nervids Central. Els astrocits
immadurs expressen TSP-1 i TSP-2 perd no els madurs i promouen la sinaptogenesi del
sistema. (Christopherson, Ullian et al. 2005)

4.- Indueix a l'apoptosi cel-lular. Es demostra que la frombospondina pot induir |'apoptosi de
les ceél-lules endotelials a través de la seva unié al CD36 que activa la senyal d'apoptosi per la
via de p59™"- caspasa3 - p38MAPK. (Jimenez, Volpert et al. 2000)

5.- Les seves funcions en l'angiogenesi encara no estan del tot ben definides a més de la
induccié a l'apoptosi de les cél-lules endotelials. La pérdua de la TSP-1 esta associada a un
fenotip angiogeénic i una progressié tumoral, descrit a partir de models /n vivo i estudis clinics.
(6ood, Polverini et al. 1990; Rodriguez-Manzaneque, Lane et al. 2001) Perd també s'ha descrit
efectes contraris en estudis igualment valorables, de manera que pot estimular activitats
proangiogéniques. (Bein and Simons 2000; Qian, Rothman et al. 2001) Sembla que aquests
efectes contraris podrien dependre del fragment i domini de la TSP-1 que actua. La digestié
de la TSP-1 amb quimiotripsina dona diferents fragments proteolitics un de 25 KDa i una altre
de 140 KDa sén els més estudiats (Taraboletti, Roberts et al. 1990) El fragment de 25 KDa
estd relacionat amb l'activacié de ERK 1-2 en cel-lules inflamatories i de I'estroma i el de
140KDa augmenta l'activitat de p38 MAPK. (Gahtan, Wang et al. 1999; Wilson, Li et al. 1999)

Aquestes activacions comporten en el primer cas (fragment de 25 kDa): Reduccié a la meitat
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del TIMP-2 respecte valors en la normalitat, increment de MMP9 i de la MMP2 i induccié a les
cel-lules endotelials i a les del mdscul llis a la migracié. (Wilson, Li et al. 1999) El fragment de
140KDa augmenta l'activitat de la via p38-MAPK augmentant I'expressié de TIMP-2 i aturant
la migracio cel-lular. (Donnini, Morbidelli et al. 2004) També se li han descrit unions amb altres
parts de la proteina amb MMP2 i MMP9 que provoquen la ho activacié d'aquests zimogens.(Bein

and Simons 2000)

METALOPROTEINASES

CONCEPTE

A principi dels anys 60, Jerome Gross i els seus col-legues varen descriure una activitat que
degradava les fibres de col-lagen en la metamorfosi del cap-gros. (6ross 2004).D'aqui van
comengar a descriure's una gran familia capag de degradar els components de les matrius
extracel-lulars. L'any 1989 es realitza una conferéencia internacional i es denominen MMPs amb
una numeracié a aquests enzims de degradacié. Aquesta familia encara segueix creixent i es
segueixen determinant funcions i mecanismes. Als anys 70 es demostrava que eren secretats
per les cel-lules en una forma inactiva. L'activacio i regulacié d'aquests enzims encara és un
dels punts més punyents de coneixement sobre el seu funcionament. Fins els anys 90 no es va
comengar a descriure la possibilitat de que algunes d'aquestes activacions es realitzessin a
través d'un allau de reaccions enzimatiques. Motoharu Seiki va descriure la MMP-14 ancorada
a la membrana com a promotora de l'activacié de la MMP2 (Sato, 1994 #295) i es van
desencadenar totes les investigacions cap a l'estudi de la zona pericel-lular. Actualment s'ha
descrit sis MMPs ancorades a la membrana. En la seqiiéncia d'esdeveniments, el descobriment

dels inhibidors enddogens de les MMPs va ser un punt molt important per donar explicacié a les
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activacions i funcions. Els anomenem inhibidors en els teixits de les MMPs i se'n han descrit
quatre (TIMP-1, 2 , 3 i 4) dels que desconeixem encara gran part de les seves funcions i
relacions amb les MMPs.(Stetler-Stevenson 1999)

Les metaloproteinases son una familia d'endopeptidases on es conserva l'estructura del domini
catalitic de zinc. Degraden practicament tots els components de les matrius extracel-lulars i
de les lamines basals, en aquesta familia es troben els tnics enzims capagos de degradar les
triple hélix de col-lagen. Es produeixen com a pro-enzims que es secreten i posteriorment son
modificats en I'extrem N-terminal per ser actius.

Fins ara hi ha descrites 21 MMPs que es classifiquen en 6 grups segons el seu substrat
majoritari. L'estructura molecular manté zones en tots els grups molt conservades: Els peptids
senyals de I'extrem assenyalen la secrecié cel-lular. Els pro-peptids tenen una cisteina unida
covalentment amb els dits catalitics de zinc, mantenint-los aixi inactius. L'activacié de la MMP
requereix la desunié d'aquesta cisteina i a aquest fenomen extracel-lular se I'ha anomenat
Cisteina Switch. Tenen un domini catalitic amb 5 estructures de plegament B i tres a-hélix.
Aquest domini té variacions en alguns residus i en el lloc concret d'unié del substrat pero es la
zona més conservada en tota la familia de les MMPs. El domini hemopecxinic determina
I'especificitat del substrat i esta unit al catalitic per una zona rica en prolines que anomenem
regié Hinger.(Vihinen and Kahari 2002) La nomenclatura i les caracteristiques més importants

de cada MMPs esta resumida en la taula segiient.

TAULA: Els grups de MMPs . Hem esquematitzat les caracteristiques dels grups de metaloproteinases
de la matriu extracellular. Els substractes, els productes que activen o que poden activar les MMPs no
son llistes tancades, van augmentant amb les diferents investigacions. Els esquemes de I'estructura
corresponen a: @ peptid senyal , lll senyal d'ancoratge, [l pr‘o-pépﬂd,[l lloc d'unié al furin, (=7
domini catalitic, inserts de la fibronectina II, — regi6 Hinger, (3} domini hemopecxinic o
domini transmembrenal, 3#*  domini d'unié a glicosil fosfatidil inositol, % domini d'ancoratge a
I'aparell de golgi.
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TIPUS GEN | SUBSTRACTES ACTIVAT PER ACTIVA A | ESTRUCTURA
MMP1 MMPs:2, 3 , 7,
COL-LAGE- Col-lagens I, IT , III i V .., serpins i
MMP8 10 , 14 , 15 i| MMP-2
NASES 11q altres ..C:]_CQQD@
MMP13 plasmina i altres | MMP-9
ESTROMA-
MMP3 Col-lagen IV , V , IX i X..elastina, | Plasmina MMP-1
LISINES
laminina, E-cadherina... 789i13 ..C::]@@@
MMP10 Elastases
11q
Col-laggen IV, gelatina , laminina,
MMP12
fibronectina, vitronectina, ...
MMP11 | 22q Inhibidors de les serin-proteases. Furin ‘.Bl:::]@@@
Elastina,
MATRIU- P MMP-3
MP7 fibronectina, MMP-9
LISINES plasmina .-C:j
11q E-caderina,...
MMP26 Gelatina,...
MMP-1 13 , 14 , | MMP-9
GELATINASES MMP2
16 q Gelatina, col-lagen I , IV V,VILX.., | 15,16 MMP-13
fibrilina... MMP-2 3,7, Ol 666
MMP9
20q 13, plasmina..
MMPs Collagen I , II , III, gelatina,
MMP14 Plasmina, furin
MEMBRANALS 14 q | vitronecting, ...
Fib MMP-2
MMP15 | 16 ibronectina , laminina...
K mmp-13 | @I (D e
Col-lagen IT , fibronectina, gelatina ,
MMP16 |8¢q
caseina, ...
MMP24 | 20q | Proteoglicans
MMP17 |12 q | Fibrina, fibrindgen, ...
Col-lagen IV , gelatina, fibronectina, MMP-2
MMP25 |16 q I J ..BE:::]—Q;@@@'
fibrina
ALTRES MMP19 | 12q | Gelatina, col-lagen IV , lamining, ... | Tripsina
Amelogenin , cartileg oligoméric de
MMP20 | 114 I 919 Ol =866
la matriu,...
Caseina
mwes |17 ORI 366
Substracte sintétic de les MMP
MMP23 |14 el g

(McaPLGLDpaARNK2)
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FUNCIONS

En situacions no patoldgiques les MMPs s'expressen en molt poca quantitat perd molt
necessariament per mantenir correctament |'esquelet, les articulacions i també la remodelacié
dels teixits conectius com podria ser I'absorcié uterina després del part o en diferents punts
del cicle menstrual. Els ratolins Anock out de les MMPs neixen majoritariament sense
deficiéncies, només en el cas de la MMP14 on el ratoli sobreviu algunes hores després de
néixer ja que té osteopatia, artritis, sinovitis fibrdtica i ¥ menys pes i tamany del normal i en
el cas de la MMP9 on el ratoli té un retras del creixement ossi. Les MMPs tenen funcions en
embriogenesi pero es creu que un enzim podria substituir un altre de manera que les
deficiéncies d'un concret no es notarien en aquests procés.(Stetler-Stevenson 1999)

Les MMPs tenen associades les patologies relacionades amb el manteniment de I'esquelet i les
seves unions (Tendons i cartilags.) Estan descrites osteolisis relacionades amb mutacions en
MMP2, artritis amb deficiencies de MMP3, artitis reumatoide irreversible per la destruccid
del cartilag (col-lagen) degut al augment de les MMPs ... i estan alterades en altres patologies

com les neopldsies.

REGULACIO DE LES MMPs

La regulaciéo de les MMPs és molt complex i depent del tipus cellular i del teixit. Aquests
enzims estan regulats en molts nivells, transcripcional, post-traduccional... i actualment encara

no hi ha explicacio per totes les situacions que s'ha descrit.
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Regulacié transcripcional
Molts factors regulen la transcripcié de les MMPs : hormones, factors de creixement,
oncogens, citoquines, unions inter i intracel-lulars entre altres.
Es coneix un AP-1 binding site a 70pb upstream de l'inici de transcripcié en alguns promotors
dels gens d'algunes MMPs ( MMP1,3 ,7,9,10,12 i13). En altres MMPs ja esta descrit que
aquests lloc d'unié no existeix, en MMP2 , MMP11 i MMP14. En els promotors del MMP1, MMP9
i MMP3 esta descrit un lloc d'unié de PEA3. (Polioma virus A proteina d'unié 3). Aquest sembla
que cooperin amb AP-1. En la zona del promotor dels gens de MMP1 i MMP3 s'ha localitzat un
SNP ( Single Nucleotide Polimorfisme) que incrementen la transcripcié d'aquests gens. Andlisi
amb DNAs control del Centre d'Etude du Polymorphisme Human pedigrees revelen una
freqiiencia del 30%. (Rutter, Mitchell et al. 1998) Hi ha forga estudis en diferents tipus
tumorals que intenten determinar aquests polimorfismes com a valor prondstic o diagnostic.
Regulacio de I'activacio
Les MMPs es sintetitzen inactives i requereixen d'una activacié que sovint és un procés molt
controlat i complex. Es desconeix completament els diferents processos de les diferents
activacions en les MMPs. Intentarem fer un resum esquemadtic de les possibilitats més comuns
que tenen aquests enzims.
1.- Perden part de I'extrem N-terminal alliberant d'aquesta manera el domini catalitic
que estava unit a una cisteina de la zona pro-peptid. En aquest procés s’ha descrit la
implicacié d'alguns TIMPs. (Gomis-Ruth, Maskos et al. 1997)
2.- Desencadenen un allau de reaccions que acaben activant una o varies MMPs,
L'exemple més estudiat i treballat és l'activacié de la MMP2 a través de la MMP14 i el
TIMP-2. (Sato, Takino et al. 1996)
3.- L'activaci6 també es pot produir a través d'enzims proteolitics de I'espai
extracel-lular provinents de bacteris, virus, serum o altres (Plasmina, catepsina,

elastasa...)
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4.- Algunes MMPs tenen un lloc d'unié al Furin, provocant aixi que sigui susceptibles a

ser activades per les furin convertases.

Pro -MMP2

TIMP-2

Degracié de la
matriu
extracel - lular

MMP14

FIGURA: Esquema del mecanisme d'activacié de la MMP2 a través de TIMP-2 i MMP14. Segons el
mecanisme descrit per Sato l'any 1996. L'expressié de MMP14 en la superficie de cél-lules COS-1 indueix
que la MMP2 s'uniexi a la membrana cel-lular i s'activi. (Sato, Takino et al. 1996)

Inhibidors de les metaloproteinases en el teixits (TIMPs)

Els TIMPs sén una familia de quatre membres que el anomenem numericament de I'l al 4. La
seva funcié més coneguda i per la que es van descriure, ha estat la inhibicié de la
metaloproteases. Aquesta accié majoritdriament la realitzen interacionant en el residu
cisteina del seu extrem aminoterminal amb I'atom de zinc del locus actiu de la MMP. Perd en
l'actualitat s’ha descrit accions dels TIMP directament sobre el creixement, |'apoptosi, la

migracio i la diferenciacié cel-lular.
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TIMP-1 inhibeix la migracié endotelial pero no la proliferacié a traves de l'accié d'inhibicio
directe sobre les MMPs. TIMP-3 esta implicat en la inhibicié de la morfogenesi capil-lar i la
migracidé endotelial a traves d'inactivar MMPs pero també s'ha descrit que pot interacionar

amb el receptor FLK-1 del VEGF inhibint la seva accié. (Qi, Ebrahem et al. 2003). TIMP-2
inhibeix la migracié endotelial inhibint l'activitat de les MMPs pero actualment s'estan
coneixen altres possibles mecanismes d'accié més complexes i sembla que la seva accié sobre
les MMPs requereix d'una abundant sobre expressio. TIMP-2 directament podria estimular la
migracié cel-lular, accelerar la reparacié de ferides i inhibir la proliferacié endotelial
provocada per VEGF-A. Aquestes accions del TIMP-2 han estat relacionades amb la seva unié

a integrines i a RECK. (Seo, Li et al. 2003; Terasaki, Kanzaki et al. 2003; Oh, Seo et al. 2004)

MMPs T ANGIOGENESI

Podem considerar-les un regulador més del procés angiogeénics, ja que a part de degradar la
matriu extracel-lular ens alliberen factors que estan units a aquesta matriu com el VEGF i
també poden generar altres factors en els productes de les seves reaccions. Per altra banda,
també esta descrit que alguns factors angiogénics regulen I'expressié de les MMPs. (Qian,
Rothman et al. 2001; Lee, Esemuede et al. 2003) (Bein and Simons 2000)

Una de les reaccions més coneguda que podria influenciar a I'angiogénesi es el fet de que
MMP-3 ,7 9 i 12 poden generar angiostatina a partir de plasmindgen circulant. L'angiostatina
inhibeix la proliferacio de les cél-lules endotelials. En situacions normals l'angiostatina es
genera del plasminogen circulant amb l'elastasa pancredtica, en una neoplasia el procés podria
estar discutit perd hi ha estudis que determinen els macrofags com a cél-lules condidates a
produir l'elastasa. Els macrofags produeixen MMPs depenent del seu grau de diferenciacid i

d'estimuls fisiologics, patoldgics o farmacéutics. Les cél-lules tumorals poden controlar
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aquesta produccié amb factors com el factor estimulador de formacié de colonies en
granulocits i macrofags (MG-CSF) que provoca entre altres coses que els macrofags
produeixin més elastasa. (Dong, Kumar et al. 1997)

A part d'aquests efectes descrits en diferents MMPs hi ha reaccions atribuides a les MMP9,
MMP2 i MMP14 que les relacionen i les lliguen més estretament amb I'angiogenesis que la resta
de MMPs. La MMP9 intervé especialment en l'alliberacié de VEGF de la matriu extracel-lular.
El VEGF té dominis per unir-se a I'heparina i la MMP9 alliberar aquests VEGF donar-li la
possibilitat d'actuar. Per tan la MMP-9 actua com a switch angiogénic, no és I'dnica manera
pero dalliberar el VEGF. (Bergers, Brekken et al. 2000) (Wang, Wakisaka et al. 2004)

Se li atribueixen intervencions en la morfologia dels vasos i el reclutament de pericits i altres
cel-lules acompanyants dels vasos.(Chantrain, Shimada et al. 2004) (Johnson and Galis 2004) i
també en el desenvolupament de les xarxes vasculars. (Johnson, Sung et al. 2004)

Les accions de la MMP14 estan forga relacionades amb la MMP2 per la reaccié d'activacié que
realitza la primera en la segona. Aixi una sobreexpressié de MMP14 i de MMP2 activa promou
la invasié /n vitro de cél-lules tumorals , l'alliberacié de VEGF i la densitat vascular /n vive.
(Deryugina, Soroceanu et al. 2002)

Cada vegada es coneixen més efectes individuals ( de la MMP2 o la MMP14) en els que no es
reconeix l'activacié que les uneix. La sobreexpressi6 de MMP14 independent d'una
sobreexpressié de MMP2 en cel-lules MCF7 , s'associa a uns acceleracié del creixement

m

tumoral subcutani /7 vivo un augment de I“sprouting” en inoculs subcutanis in vivo on
I'expressié de VEGF és molt elevada. (Sounni, Devy et al. 2002)

La relacié de la hipoxia amb la produccié i activacié de MMP2 per part de les cél-lules
endotelials en principi estd descrit com a un procés independent de MMP14 i que provoca la
migracié de les cél-lules endotelials i els pot arribar a provocar la mort cel-lular. (Ben-Yosef,
Miller et al. 2005) . Altres estudis in vitro perd en condicions normoxies associen l'efecte de

migracié endotelial a la MMP14 i a les integrines que no pas a MMP2. (Nisato, Hosseini et al.

2005).
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ANGIOGENESI I CANCER

El valor prongdstic:

Quan parlem d'angiogenesi tothom en coneix la definicid i entén la relacié de la xarxa vascular
amb el creixement tumoral pero el que no ha estat clarament demostrat és el métode per
mesurar aquest fenomen. En tant que entenem que la neoformacié de vasos implica una balanga
entre factors pro i anti angiogénics, com podriem mesurar l'angiogénesi ?, es podria
determinar si una neopldsia és més o menys angiogénica segons les proporcions dels factors ?.
Només acabar d'escriure aquesta frase ja ens podem adonar que aquesta és una missid
impossible en 'actualitat. Hi ha molts punts encara foscos: 1.- Determinar les funcions de cada
factor per poder posar-lo en un costat o altra de la balanga. 2.- Conéixer els nivells basals dels
factors i les diferéncies entre els diferents tfeixits. 3.- Saber mesurar en cada moment del
creixement tumoral els factors que son més rellevant i que dirigiran més la neoformacié. 4.-
Tenir un sistema de mesura reproduible, equiperable i universal.

Evitant tots aquests dubtes que encara queden per resoldre els investigadors intenten
mesurar |'angiogénesi amb el resultat final d'aquests fenomen, o sia mesurant nombre de vasos
sanguinis. Actualment hi ha molts estudis basats en diferents técniques de mesura. Els
resultats obtinguts son molt diversos, els metodes utilitzats també ho sén i la correlacié amb
el prondstic és dificil. El contatge de vasos ens déna informacié sobre I'estat actual del tumor
que tenim a les mans i no obtenim informacié del que s'ha neoformat o el que ja existia abans
de la neopldsia. Comencen a sorgir treballs que tenen en compte aquest fet i que busquen
alternatives al contatge directe. Metodes per mesurar dos punts molt significatius: La
proliferacié endotelial i I'estat funcional dels vasos. (Eberhard, Kahlert et al. 2000) Pero
encara no tenim estudis relacionant aquests valors amb el prondstic dels tumors. Els resultats

més actuals encara realitzen el contatge estandard després d'un marcatge d'una molécula
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endotelial especifica. En osteosarcomes correlaciona major nombre de vasos amb major
supervivencia lliure de malaltia. (Kreuter, Bieker et al. 2004) En cancer de mama els estudis
senyalen tot el contrari , un major nombre de vasos prediu poca supervivencia. (Uzzan, Nicolas
et al. 2004) Pocs estudis conclouen dades rellevants amb la densitat vascular i el cancer de
colon i recte. Hi ha estudi que relacionen un augment de la densitat vascular a mesura que
avanga la malaltia i altres la correlacionen amb invasié en els noduls limfatics. (Okada, Satoh
et al. 2004) (Saad, Liu et al. 2004) En el cas del cancer de bufeta la mesura del nhombre de
vasos podria ajudar al prondstic perd no queda gens clar. (Gontero, Banisadr et al. 2004;
Stavropoulos, Bouropoulos et al. 2004) Es un punt de controversia.

Les estratégies terapeutiques:

Al final del segle XIX Paul Ehrlich ja postulava la importancia del microambient tumoral per
coneixer i combatre els tumors. Cada vegada és més important el seu coneixement per poder
determinar com utilitzar la via de l'angiogénesi. Les possibles terapies assenyalen dues
direccions totalment oposades pero a I'hora destinades a la destruccié tumoral. Potenciar i/o
aprofitar I'angiogenesi tumoral per millorar I'accés al tumor. El control de les dosis de
terdpia que arriben a les cél-lules tumorals és un punt d'inflexié molt important. Sovint tan en
quimioterapies com en radioterdpies les dosis que arriben a les cél-lules tumorals son baixes
(5-10% de I'administrat) perd no podem augmentar-les per minimitzar els efectes d'aquestes
estratégies sobre les cel-lules normals. L'estructura vascular dels tfumors pot modular I'efecte
de la terdpia en varis punts com : zones amb hipoxia son resistents a la radioterapia, els
farmacs necessiten vies de circulacid i no es mouen gaire per difusié entre altres. (Acker and
Plate 2002) Actualment s'esta treballant molt sobre aquest punt per tal de seqguir estrategies
més dirigides i especifiques on el coneixement de I'angiogenesi i la seva utilitzacié com a via
d'accés al tumor pot contribuir energicament. S'utilitza I'especificitat endotelial per dirigir
terdpies i augmentem l'eficiéncia. Alguns d'aquests marcadors més actuals sén: components de
la matriu extracel-lular (Tenascin C o la fibronectina) , molécules d'unié intra o intercel-lular

com les integrines (avB3, avpb), els receptors del VEGF i el VEGF, fosfolipids de les
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membranes endotelials entre altres. Aquests marcadors d'especificitat és poden utilitzar per
dirigir terdpies amb anticossos, virus , géniques, de quimiotoxics amb transportadors ( con els
liposomes.)...(Alessi, Ebbinghaus et al. 2004)

Destruir les vies de circulacié sanguinia per evitar que el fumor tingui les condicions idonies
de creixement i tingui vies de progressio i metastasi. Les terdpies antiangiogéniques
comportarien menor toxicitat que les actuals. L'eficiencia observada fins al moment varia molt
segons el tipus de tumor i I'estadiatge. Moltes d'aquestes terdpies s'administren en combinacio
amb citotoxics o la propia terapia afecta també a la cellula tumoral. Sovint és dificil
demostrar el seu afecte especific antiangiogenic. (Dhanabal, Jeffers et al. 2005)

Semblen a priori dues idees molt distants pero a I'hora sén molt complementaries. Segurament
el seu Us dependra del tipus de tumor i del moment en que es plantegi la terapia. Comporten

estratégies no excloents sind que poden arribar a ser complementdries.

FACTORS ANGIOGENICS I CANCER

Els factors angiogenics s'utilitzen per diagnosticar, pronosticar i com a terapies en les
neopldsies. El VEGF, en tan i en quan que és el més conegut i considerat el més determinant
fins a l'actualitat, també és el més utilitzat en aquests tres aspectes.

VEGF

L'andlisi del VEGF en les séries de tumors humans, es realitza majoritdriament per técniques
d'immunohistoquimica , RT-PCR quantitativa, hibridacié /n situ i en alguns estudis per ELISA.
Els resultats amb una o altra tecnica no es contradiuen i I'expressio del VEGF correlaciona en
general amb un mal prondstic tan de supervivéncia lliure de malaltia com de supervivencia
total. També hi ha estudis on l'andlisi d'aquest factor angiogénic es realitza en el sérum o
plasma per ELISA. En general els valors alts es relacionen amb mal prondstic pero els estudis

més extensos que s'ha realitzat fins ara analitzen valors molt diferents i és dificil treure'n
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encara una conclusié en general. Alguns exemples d'aquests estudis més recents es realitzen
en pacients de cancer de pulmé no cel-lula petita on els nivells de VEGF correlacionen amb la
resposta a la radioterdpia. (Brattstrom, Bergqvist et al. 2004) En melanoma es relaciona els
nivells de VEGF en temps lliure de malaltia i en hepatocarcinoma els nivells de VEGF
correlacionen amb invasié venosa, estadiatge del fumor i en resposta a la cirurgia tumoral.
(Ascierto, Leonardi et al. 2004; Poon, Ho et al. 2004) En carcinoma de colon els resultats
d'un estudi amb 81 pacients demostren que els nivells de VEGF en sérum dels pacients
correlacionen amb I'edat, el Dukes i els nivells de CEA. ( Antigen carcino-embrionari) Observen
una relacié entre els nivells de VEGF pre-operatoris i la resposta a la cirurgia. (De Vita,
Orditura et al. 2004)

Readlitzant una recerca dels treballs publicats més recentment on es valora els nivells de VEGF
en el teixit tumoral: en el carcinoma de mama la sobreexpressié del VEGF i del seu receptor
VEGFR2 correlaciona amb mal pronostic i sembla que va associat a I'estat de p53 i / o dels
receptors hormonals. La perdua d'expressié de p53 wt augmenta el VEGF i la seva correlacio
amb el prondstic. (Linderholm, Lindahl et al. 2001) En els carcinomes receptors d'estrdgens
positius, I'expressié del VEGF augmenta la seva significacié de mal pronostic. (Bando, Weich et
al. 2005)En I'hepatocarcinoma els nivells alts de VEGF en el teixit pretumoral i en sérum dels
pacients postresecats, determinen un mal prondstic. (Poon, Ho et al. 2004; Sheen, Jeng et al.
2005) Un estudi complert amb 161 pacients de carcinoma transitori de bufeta també
determina que I'expressié anormal del VEGF pot ser utilitzat com a marcador de mal prondstic
(Yang, Chu et al. 2004) En estudis on la malaltia esta localment avangada el protocol actual de
quimioterdpia i cistectomia no és beneficiés en malalts que tenen alts nivells d'expressié de
VEGF en el seu tumor. (Slaton, Millikan et al. 2004) En els pacients de cancer de pulmé no
cel-lula petita (NSCLC) s'ha trobat correlacié entre alts nivells de VEGF i poca supervivencia.
(Ogawa, Takenaka et al. 2004) Perdé no s'ha trobat correlacié amb la invasié limfatica ni en
tumors de cél-lula petita. (SCLC).(Dowell, Amirkhan et al. 2004) Una dieta rica en lipids

hidroperoxidases indueix |'expressié de VEGF i contribueix a |'angiogénesi accelerant aixi el
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desenvolupament dels adenomes de colon a carcinomes. (Jurek, Udilova et al. 2005)
L'expressié de VEGF s'ha correlacionat amb invasié limfatica i vascular del tumor de colon

pero no amb el grau i les metastasi hepatiques. (Saad, Liu et al. 2004)

Angioppoietines

Les angiopoietines podrien ser un bon senyal per determinar I'estat de I'endoteli en un fumor si
considerem les seves funcions fins ara descrites. L'angiopoietina-1 ens assenyala estabilitat
endotelial i 'angiopoietina-2 moviment. Perd encara no hi ha gaire estudis en tumors humans
determinant la seva possible utilitzacié com a diagndstic o prondstic. Un estudi amb 90
pacients de leucémia mieloide aguda determinen I'expressié de angiopoietina-2 per “Real Time
PCR" com a factor prondstic independent amb més alta rellevancia en aquells casos on VEGF-
C i Angiopoietina-1 tinguin una expressié baixa. (Loges, Heil et al. 2005) En el carcinoma
d'ovari també mesuren |'expressid de les angiopoietines per PCR quantitativa i estableixen una
proporcié entre ang-1i ang-2 ( R. Ang. = ang-1/ang-2). Aquesta proporcié +é una tendéncia a
ser un valor prondstic independent per seleccionar un grup d'alt risc. Una baixa proporcié de
les angiopoietines, poca expressié de TIE2 i un alt nivell de VEGF correlaciona amb un
augment de la densitat vascular en aquesta série de tfumors. (Hata, Nakayama et al. 2004). En
aquest sentit hi ha més estudis en I'andlisi de les angiopoietines i la seva relacié amb el nombre
de vasos sanguinis que envolten la neopldsia. Aixi un augment de |'expressié d'angiopoietina 2
en carcinoma de pulmé no cel-lula petita correlaciona amb més vasos sanguinis, a invasio
limfatica i es pot utilitzar com a factor prondstic. (Takanami 2004) En el carcinoma de colon
I'augment d'angiopoietina 2 no comporta directament més contatge de vasos, homés quan
s'associa a un augment de VEGF determina més vasos sanguinis associats al tumor i pitjor
pronostic. (Ochiumi, Tanaka et al. 2004)

El receptor TIE2 s'expressa a baixes concentracions constitutivament en els endotelis amb la
funcié coneguda de manteniment de la quiescencia de la céllula endotelial quan se li uneix

angiopoietina 1. S'ha descrit la seva expressié en alguns tipus fumorals com el cdncer de mama.
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Un gran estudi amb més de 900 casos de carcinoma mamari determina que : sense noduls
afectats , tenen mal prondstic si les cel-lules fumorals sén TIE2 positius. (Dales, Garcia et al.

2003)

Trombospondina

Repassant les funcions on esta implicada la trombospondina-1 podem determinar un bon
pronostic si es mantenen o augmenten els nivells i I'estructura en una neopldsia . D'aquesta
manera es mantindran estructures de moltes ldmines basals i I'angiogénesi estara reduida. Hi
ha varis estudis on analitzen la TSP-1 i relacionen un augment amb un bon prondstic. Perd
també hi ha alguns treballs amb conclusions contraries. Es comenga a demostrar que les
accions de la trombospondina-1 son dependents del tipus de matriu extracel-lular i per tan del
teixit on es troba i de les digestions a la que és sotmesa. Els estudis de carcinomes de colon i
recte correlacionen la manca de TSP-1 al bon pronostic perd I'expressio de VEGF sempre
aporta més bona correlacié. (Kaio, Tanaka et al. 2003). En un estudi de 182 metastasi
hepatiques de carcinoma de colon i recte, I'expressié de TSP-1 és un factor prondstic de poca
supervivencia. (Sutton, O'Byrne et al. 2005) En cancer de mama no s'ha trobat una correlacié
entre |'expressié de TSP-1i el prondstic. (Linderholm, Karlsson et al. 2004) Sembla doncs que

els estudis actuals ens indiquin variabilitat i poca com a factor prondstic independent.

MMPs I CANCER

L'estudi de les MMPs respecte de les neoplasies malighes es basen en la degradacié a la matriu
extracel-lular i les lamines bassals que li proporciona al tumor espai i possibilitat d'invasid i
extravasacid. Elimina les possibles barreres que I'estructura del teixit normal pot donar tan al
creixement tfumoral com al angiogénic. Per altra banda amb ldmines bassals més permeables

augmenta la possibilitat de que una cel-lula metastassica entri dins de la circulacié sanguinia o
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limfatica. També alliberen factors ancorats a la matriu, ja que la matriu extracel-lular és un
reservori de molts factors. Com a valor pronostic hi ha estudis associats en dues direccions:

1.- La relacié de I'expressio de les MMPs amb el grau i l'agressivitat del tumor.
L'augment de I'expressio d'algunes MMPs correlaciona amb major grau d'agressivitat i tumors
menys diferenciat. Moltes d'aquestes relacions es realitzen amb la MMP2 , MMP9, MMP3 i la
MMP14. (Maeta, Ohgi et al. 2001; Schmalfeldt, Prechtel et al. 2001)

2.- La relacié entre I'expressio de les MMPs i la recurréncia, la supervivencia i el
risc de metastasi. En melanoma s’ha determinat que nivells alts de MMP1, MMP3 i MMP2
comporten una baixa supervivencia lliure de malaltia. (Nikkola, Vihinen et al. 2002) Una
sobreexpressi6 de MMP1 ftampoc ho és un bon prondstic en tumors gastrics, d'esofag,
colorectal i pancreatic. (Ito, Ito et al. 1999) El polimorfisme de MMP1 i MMP3 també s'ha
utilitzat com a valor pronostic en el cancer de colon. La MMP1 en aquests aspecte obté més
bons resultats que la MMP3 que no déna resultats estadisticament
significatius.(Zinzindohoue, Lecomte et al. 2005) La MMP2 ha estat determinada com a valor
pronostic de poca supervivéncia en tumors gastrics, d'ovari , de pulmé no cel-lula petita, renals
de bufeta i de mama entre altres. (Kanayama, Yokota et al. 1998; Kanda, Takahashi et al.
2000; Papathoma, Petraki et al. 2000; Passlick, Sienel et al. 2000)

També s'esta utilitzant els coneixements de les MMPs per treballar en el desenvolupament de
terapies. Les idees de base d'aquests estudis les podem agrupar en tres:

1.- Potenciar el inhibidors fisioldgics, els TIMPs.

2.- Dissenyar peptids que s'uneixin com a substrats a les MMPs i desplacin els
substrats reals. Aquests inhibidors pero comporten efectes secundaris importants en els
tendons i cartilags.

3.- Dissenyar inhibidors especifics per les metaloproteinases relacionades amb la
patologia. Cal pero determinar amb molta seguretat quines metaloproteinases estan implicades

en cada procés i aquesta pregunta no és gents senzilla de respondre.
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Actualment hi ha un parell de farmacs anti - MMPs. El Marimastat que déna molts efectes
secundaris en les juntures osseas i el BAY12-9566 que no ddna cap resposta ni cap efecte
secundari. Aquests estudis clinics inicials en cancer no estan donant els resultats esperats.
(Ramnath and Creaven 2004) En altres malalties alguns inhibidors de MMPs sén més eficients.
Alguns exemples d'aquestes malalties son la periodontitis (Infeccié de genives i pérdua de
dents), les ulceres de la cdrnea, els efectes de la llum ultraviolada amb I'edat entre altres

(Stetler-Stevenson 1999)

ANGIOGENESI I RAS

La relacié entre angiogénesi i oncogens comenga a ser estudiada i determinada en aquests
dltims anys. Aquests estudis aporten més informacié sobre la morfologia del fumor, les seves
possibilitats de progressié i per tan del diagnostic i noves possibilitats de terapies.(Rak and
Yu 2004) Les observacions de les que disposem a la literatura ens aporten informacié de com
Ras contribueix a la transformacié neoplassica i a la hipervasculacié. Pero pocs estudis
concreten el fenotip angiogénic amb les mutacions més freqiients del gen K-Ras. (Ince, Jubb
et al. 2005). S'’ha demostrat que Ras té capacitat per augmentar deu vegades el hombre de
vasos sanguinis. Coneixem alguns mecanismes que provoca Ras i que podrien esta relacionats
amb aquest fenotip. Un d'aquests fenomens és el fet de que els gens N i K-Ras augmenta la
produccio de VEGF-A. (Rak, Mitsuhashi et al. 1995) La proposta del mecanisme pel qual Ras
regula el VEGF es base en el control de Ras sobre els factors de transcripcié de VEGF i en
I'estabilitat i traduccié del seu mRNA. Els factors de transcripcié del VEGF més associats a
Ras sén HIFla, SP1i AP-2. La transformacié neopldssica de Ras és capag d'augmentar HIFlo
independentment de les condicions d'hipoxia. En condicions d'hipoxia el control és podria
realitzar en la fosforil-lacié del factor que dependria de les ERK 1/2. (Sodhi, Montaner et al.

2001). En normoxia el control és creu que es realitza en la degradacié de HIFla a través de la
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via de les PI3K. (Blancher, Moore et al. 2001). Alguns estudis relacionen vies d'estres (Ras-
Src) amb l'hipoxia i l'alliberacié de HIFla al factor Von Hippel Lindau (VHL) i per tan de la
ubiqiitinitzacio com a degradacid. Pero encara no s'ha pogut definir el mecanisme exacte.
(Seko, Tobe et al. 1996). SP1 i AP2 s'indueixen per una estimulacié de la via classica de Ras-
Raf- MAPKs. (Milanini-Mongiat, Pouyssegur et al. 2002) A nivell d'estabilitat del RNA
missatger del VEGF, s’ha demostrat que la transformacio per Ras estabilitza cinc vegades més
aquest RNA perd encara desconeixem el mecanisme exacte. (Pages, Berra et al. 2000). eIF-4E
requereix de la fosforil-laci6 de 4E-BP per poder ser actiu i promoure entre altres la
traduccié del mRNA del VEGF. Ras regula la fosforil-lacié de 4E-BP a través de les seves dues
vies principals ( Raf-MAPKs i PI3K) controlant d'aquesta manera l'estabilitat del RNA
missatger del VEGF. (Herbert, Tee et al. 2002). La regulacié de VEGF no és simple, tampoc ho
és en relacié amb Ras i la seva transformacio. Tots aquests mecanismes de control prenen més
o menys importancia segons el tipus cel-lular i el microambient de cada situacié. Encara queden
preguntes importants per respondre i malgrat desconeixem en quin grau , sabem que VEGF és
necessari pero ho imprescindible per explicar-nos els fenotips transformants de Ras, que la
regulacié de VEGF no només és a través de Ras i que l'angiogenesi depent d'una balanga de
factors. Les angiopoietines , les trombospondines i altres factors sén part important de
I'angiogénesi i es poden veure afectats per la irregularitat de Ras. La trombospondina-1
inhibeix la transcripcié amb c-Jun. Sabem que Ras promou c-Jun i per tan pot esta inhibint la
TSP-1. (Mettouchi, Cabon et al. 1994). Per altra banda s'ha trobat una relacié directe entre la
sobre-expressié de c-Myc, Ras i l'inhibicié de TSP-1. (Watnick, Cheng et al. 2003) En aquests
mecanismes queden molts espais per omplir de coneixement pero I'observacio inequivoca és que

en neoplasies malignes amb Ras mutat la TSP-1 baixa els seus nivells.
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CULTIUS CEL-LULARS

DESCRIPCIO DELS TRANSFECTANTS K-RAS

Disposem de dos clons NIH3T3 tfransfectats amb el promotor i el gen K-Ras huma
diferencialment mutat. La construccié dels plasmids va ser realitzada inicialment pel Dr.Perucho
per estudiar el gen K-Ras. (Yamamoto and Perucho 1984) (Nakano, Yamamoto et al. 1984).
Posteriorment es van mutagenitzar per obtenir les diferents mutacions del gen. La transfeccio
dels clons es va realitzar al laboratori d'Investigacié Gastrointestinal de I'Hospital de Sant Pau,
on es van caracteritzar /n vitroi in vivo. (Guerrero, Casanova et al. 2000) (Guerrero, Figueras et
al. 2002) .

Els gens humans de K-Ras amb les diferents mutacions van ser dillats de linies cel-lulars de
tumors de pulmé humans ( PR310 i PR371). Es van realitzar llibreries de fags dels segments del
DNA capagos de transformar repetidament els fibroblastes de ratoli NIH3T3 on es va localitzar
els gens. Les construccions dels plasmids es van realitzar a partir de plasmids pBR i contenen un
gen de seleccio de resisténcia a la neomicina sota el control del promotor de la timidina quinasa i
una resistencia a I'ampicilina. Es va insertar sota el promotor endogen del propi K-Ras un minigen
de K-Ras amb els quatre exons del gen separats per segments de regions introniques amb un
senyal de poliadenilacié. L'exo quatre va ser lisoforma 4B que és la més fregiient en teixits
humans. Els plasmids utilitzats en aquest estudi tenen el minigen mutat en la primera posicié del
codd 12 (6:C - A:T / Gly- Cys /pMLK12) o en la segona posicié del codé 13 ( 6:C - A:T / Gly-
Asp/pMLK13). Els plasmids varen ser transfectats a NIH3T3 obtingudes dATCC (American
Type Culture Collection) amb el meétode de fosfat de calci. Després de la transformacié es va

escollir un clon amb mutacié en el codé 12 6:C - A:T ( L'anomenarem : CYS12) i un altre amb
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mutacio en el codd 13 G:C - A:T ( L'anomenarem ASP13) per la seva caracteritzacio /n vitroi in
vivo. El creixement d'aquests clons esta previament descrit, el clon ASP13 creix en un monocapa
mentre que en el cas del clon CYS12 que ja a poca confluencia realitzen creixements focals
tridimensionals. Aquests clons creixen en plastic de cultiu. Cal vigilar el cultiu de les parentals
NIH3T3: les seves condicions de creixement com: serums, temperatures i humitats, tipus de
plastic, confluéncia.. ja que estd descrit que son facilment transformables espontdaniament,
caracteristica que fa que siguin els més usats per demostrar la capacitat de transformacié d'un
gen desde fa molt de temps. (Bondy, Wilson et al. 1985; Cooper, Tempest et al. 1986; Lin, Cerione
et al. 1999; Tachado, Mayhew et al. 2002) Per tal d'evitar treballar amb NIH3T3 transformades
espontaniament com a controls anem fent periddicament inoculs subcutanis d'aquestes cel-lules en
cultius en Swiss Nude. Si no hi ha un creixement fumoral ens dona un garantia de ho

transformacié neopldssica.

Sal 1
P., TK
Neo _ g7 7 ORI
SP6
Lac Z
Bg IIT
BssH IT Hind III
Cla 1 mS. Poly A
P. K-Ras ) Hind III
m6. K-Ras YN

Hind III

FIGURA: ESTRUCTURA DELS PLASMIDS pMLK. P.TK : Promotor timidina quinasa
Neo: Gen de resisténcia a la neomicina P.K-Ras: Promotor del gen K-Ras mG K-Ras:
minigen del K-Ras mS. PolyA: Senyal curta de poliadenilacié. Hem assenyalat alguns punts
de restriccié enquadrats.
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A part de la fdcil transformaciéo d'aquestes cél-lules també cal vigilar la possible expulsid i
consegiient pérdues totals o parcials del plasmid. De manera que els cultius sempre es
mantindran amb neomicina (6418), lantibidtic de seleccié i es realitzaran controls
periodicament en diferents passes avangats. Aquests controls son per garantitzar que els
clons mantenen el gen del K-Ras amb la mutacié corresponent i es realitzen fent una SSCP i

una seqiiencia del segment amplificat.

MEDI DE CULTIU

Tots els clons han estat cultivats amb el mateix medi i I'inica diferencia ha sigut el contacte
amb l'antibidtic de seleccié, neomicina (6418). Al medi comercial D-MEM, DULBECCO'S
MODIFIED EAGLE MEDIUM High Glucose amb 25mM d'HEPES ( GIBCO Cat. Nim# 42430-
025) li hem afegit un 10% Foetal Bovine Serum (GIBCO Cat Nidm# 10106-169) ,10% Glutamina
200 mM (GIBCO Cat Nim# 25030-24) i un 5% de Sodium Piruvate 100mM (GIBCO Cat Num#
11360-039). Aquesta solucié I'nem filtrat sota la campana per un filtre de 6S 0.22 pym i
després hem testat possibles contaminacions durant 48 hores a 37°C. La geneticina com a
manteniment de la seleccié I'hem incorporat en el medi a una concentracié de 250 pg/ml.

(6IBCO 50mg/ml Cat NUm#10131-019)

CONGELACIO I DESCONGELACIO DELS CLONS NIH3T3

Congelacio

Hem realitzat stocks d'aquests clons que anirem descongelant per treballar en els diferents
experiments. El nostre procediment és congelar tres vials a partir d'un flascé de cultius cel-lulars
T75 (75 cm® de superficie de cultiu) on les cél-lules estan crescudes amb una confluéncia d'un

70 a un 80%.
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Tripsinitzem sense EDTA les cel-lules i aturem la tripsina amb un volum de medi el doble que el
que hem utilitzat per tripsinitzar. En aquest punt cal que les cél-lules no s'aglutinin; per evitar-ho
és important el control del temps. Centrifuguem a 4°C; 1.000 r.p.m. durant 10 minuts. Decantem
el sobrenedant i trenquem el pellet de céllules amb uns cops. Diluim les cél-lules amb tres
mil-lilitres de medi de congelacid. (Medi de congelacié : D-MEM + 20% FSB + 10% DMSO, Dimetil
sulfoxid, C2H6SO minimum 99.5%,SIGMA nim. cat. D5879 filtrat amb un filtre 6S 0.22 pm.)
Repartim un mililitre de la dilucié en cada criotub. Rapidament passarem a congelar els tubs
utilitzant el un contenidor de congelacié. (FREEZING CONTAINER, Nalgene "Mr Frosty",
SIGMA, Nim. Cat. C1562). En aquests contenidor els tubs de congelacié queden flotant en
isopropanol a T.A que un cop el posem a -80°C va disminuint a temperatura lentament. Passades
aquestes 4 hores |'isopropanol s'ha anat refredant a poc a poc fins arribar a -80°C, la
temperatura del congelador. S'emmagatzemen els vials en nitrogen liquid.

Descongelacio

Hem utilitzat el métode de descongelacié rapida on les cel-lules directament es passen a 37°C. En
els primers dies de vida en el flascé hem utilitzarem el mateix medi de cultiu de les céllules pero
al 20% de sérum fetal bovi.

Descongelem les céllules agitant el tub en un bany de 37°C i les posem el fub de les cél-lules
rapidament en gel. Varem afegir medi de cultiu a les cél-lules, com a minim amb una
proporcionalitat d'un 1/10 per tal de dissoldre els crioprotectors i evitar la seva toxicitat.
Centrifuguem a 10.000 r.p.m., 10 minuts a 4°C. Retirem el sobrenedant. Trenquem el pellet i
resuspenem en medi de cultiu que sembrarem en un flascé. Si la congelacié i descongelacié ha

funcionat bé amb dues o tres hores ja podrem observar cél-lules adherides.
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OBTENCIO DE MEDIS CONDICIONATS

Per obtenir medis condicionats de les cellules transfectades es va controlar el nombre de
cel-lules en relacié al volum de medi i el temps d'incubacié. Ja que I'expressié del VEGF esta
demostrat que canvia segons la confluéncia del cultiu cel-lular. (Fleming, Ellis et al. 1997)

Es van sembrar plaques de 60mm de didmetre amb 1 milié de cel-lules cada una. Despres de 24
hores de la sembra es va incubar les cél-lules amb 2ml de medi de cultiu sense serum. (2 pl
medi / 1.000 cél-lules / 0.06 mm?) Aquests medi va estar en contacte amb les cél-lules durant
48 hores. Després es va recollir el medi. El varem centrifugar durant 10 minuts a 1.000 rpm,
4°C per eliminar els possibles detritus cellulars i es va aliquotar i congelar a -80°C. Les
aliquotes un cop descongelades mai ho es tornaven a congelar; d'aquesta manera evitavem la

degradacio de les proteines.

ESTIMULACIO CEL-LULAR AMB VEGF

Per comprovar I'estimulacié que provoca el VEGF sobre les NIH3T3 transfectades les varem
incubar amb el factor de creixement i posteriorment mesurarem |'activitat de fosforil-lacié de
ERK 1, ERK 2 i Akt. L'experiment es va realitzar paral-lelament amb cel-lules HUVEC com a
control positiu. Es va realitzar un cultiu al 70% de confluencia sense sérum durant 24 hores
(200.000 céllules / 6¢m?). L'incubacié del VEGF amb les cél-lules va ser durant 10 minuts amb
20 ng/ml. (Oncogene Research Products VEGF165 Human Recombinant Cat: PFO74). Varem
retirar el medi amb VEGF i rentar les cél-lules amb PBS. Directament es van lisar les cel-lules
amb tampd de lisis RIPA i es va realitzar |'extracciéo de proteines com esta explicat en el
protocols del Western Blot. Com ha mesura de base d'aquest experiment es van obtenir lisats

de totes les cél-lules sense depleccionar i depleccionades.
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RECOLLIDA DE LES CELLULES EN CULTIU I EXTRACCIO D'RNA AMB
TRIZOL.

Van creixer els clons en plaques de 3.5 cm de didmetre a una confluéncia de 70 - 80%. Sempre
amb el medi de cultiu normal de cada tipus de cellules amb l'antibiotic si correspon. Després de
dos rentats amb PBS esteril varem afegir directament una solucié comercial amb fenol (Trizol)
que lisa i separa els com ponents cel-lulars al mateix temps. Varem afegir Iml de trizol per placa
de cultiu i recollirem amb un rascador cellular. Per tal de que la mostra quedes ben
homogeneitzada la varem passar repetides vegades per una agulla de 256. Varem incubar la
mostra 5 minuts a 4°C i afegir 0.2ml de cloroform per cada Iml de Trizol utilitzat. Després de
centrifugar 15 minuts a 12.000g a 4°C, varem recupera la fase superior aquosa (Descartem la
fase inferior fendlica i la interfase que contenen les proteines i el DNA), on varem afegir
0.6ml d'isopropanol per cada mililitre de Trizol utilitzat inicialment. Després dagitar
enérgicament varem centrifugar 30 minuts a 7500g a 4°C. El pellet resultant conté IRNA que
varem rentar amb etanol 70%. El RNA es va dissoldre amb aigua lliure RNAses i es va mesurar
en un espectrofotometre a una dilucié 1/200. La proporcié Abs.260/Abs.280 cal que sigui
superior 1.6 per tenir el minim d'impureses. La quantitat dRNA es va calcular: Concentracio
RNA ng/ul = Abs. 260 X 0.04 X 200

Els espectrofotdmetres sempre tenen un alt grau d'error, per assegurar la mesura dels RNAs
els varem corre en un gel d'agarosa 1% fins aconseguir igualar la cdrrega.

Liofilitzacié del RNA: Un cop varem tenir les carregues igualades, varem liofilitzar 30 ug de
RNA al buit. D'aquesta manera vdrem aconseguim obtenir la concentracié d'RNA que

desitjavem igualant totes les mostres en volum de carrega.
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ESTABULACIO i INOCULACIO DELS RATOLINS ATIMICS

DESCRIPCIO DEL MODEL ANIMAL

Els indculs subcutanis de les cél-lules es van realitzar amb ratolins Swiss nude. Aquests
ratolins és caracteritzen per tenir el gen nude recessiu en homozigosi (nu/nu). Aquesta
mutacio provoca la perdua del pelatge i un timus anormal que repercuteix en un hombre
deficient de cél-lules T, baixa produccié de Ig6 durant la resposta secunddria degut al
descens de l'activitat dels limfocits T helper i també tenen deficiéncies hormonals. (Daneva,
Spinedi et al. 1995) El nombre de cellules T incrementa amb I'edat i als 7 mesos arriba a
nivells semblants a un ratoli normal apareixent en aquests periode les cel-lules productores de
interleuquina 2 (IL-2) necessaria per la produccié de limfocits T. Les cél-lules Natural Killer
(NK) en aquesta soca de ratolins sén també deficients i augmenten la seva activitat de la 4 a
la 8 setmana d'edat, es discuteix com afecta ja que aquestes cél-lules s'originen
independentment del timus , no fenen memoria en la resposta secunddria i actuen a través del
complexe d'histocompatibilitat, perd sabem que hi ha tumors que no creixen en ratolins més
grans de 8 setmanes i que algunes soques de ratolins atimics amb alta activitat de cel-lules NK
tenen resistencia a alguns tumors. (Ohyama, Kanto et al. 2002) Aquestes caracteristiques
ens permet que acceptin excepcionalment el creixement xenograf o alografs tan de teixits

normal com malignes dins del periode inicial de la seva vida. (Yokoyama, Kim et al. 2004)
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PROCEDIMENT D'INOCULACIO SUBCUTANEA

Es van comprar a Charles River Laboratories 25 ratolins Swiss nude de 4 setmanes. Els
nostres inoculs es van realitzar en la setmana 6 de la vida dels ratolins i I'experiment es va
prolongar fins a la setmana 11. L'experiment es va realitzar dins del periode on la proporcié de
viabilitat de supervivéncia a I'indcul i reaccié immunologica del ratoli és la més optima.

Es van realitzar cinc grups de ratolins (5 ratolins per grup), a cada grup se li va inocular un
clon cel-lular diferent. (NIH3T3 parentals , NIH3T3 neo ( El plasmid sense el gen K-Ras) ,
NIH3T3 WT (K-Ras huma sense mutacions) , NIH3T3ASP13 (K-Ras huma amb mutacié en el
codo 13, 6:C-A:T / gly-asp) , NIH3T3 CYS12 (K-Ras huma amb mutacid en el codé 12, 6:C-A:T
/ gly-cys). Els ratolins van incubar dos tumors cadascd, per tan disposem de 10 tumors de cada
clon.

Aquest experiment es va realitzar dues vegades de manera independent. El primer cop l'any
2000, l'experiment s'anomena E29/2000 i el segon cop un any més tard , l'anomenarem
E12/2001.

Els fibroblasts NIH3T3 i els transfectats es van cultivar a una confluéncia del 70-80% i
després es van tripsinitzar i recollir per inocular. Va ser convenient evitar que realitzessin
agregats cel-lulars entre elles. Amb pocs segons d'exposicié a la tripsina varem aconseguir una
homogeneitat idonia.

Les cellules es van rentar dues vegades amb medi sense serum i la concentracié de treball va
ser de 10° céllules/100 ul. Els indculs es varen realitzar sense anestésia prévia als animals,
subcutaniament a la pell dorsal i en espais ben diferenciats: un a la dreta del animal i a la part
anterior i I'altre a I'esquerra i a la zona posterior. Cada indcul contenia un milié de cél-lules.
Aquests animals es controlaven didriament de manera visual i dos cops a la setmana es seguia
un protocol de control de : pes , respiracid, defecacions, mobilitat, mesura tumoral... sempre

que es considerava que l'animal estava patint es retirava de I'experiment i es sacrificava.
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La mida del tumor es mesurava amb un peu de rei i es prenia nota del diametre més gros i del
més petit. Quan un dels diametres feia un centimetre s'extirpava el tumor. En el cas de
ambdds tumors del mateix ratoli arribessin al centimetre es sacrificava I'animal directament.
Si no era aixi, es realitzava I'extirpacio del gros i es deixava el ratoli viu.

L'extirpacio és realitzava sota anestésia. Utilitzem com a anestesiant el tribromoetanol amb el
metil butanol en les segiients proporcions:

Solucié estoc

25 grams de 2,2,2-Tribromoethanol 99% Ref: T48402 (Sigma Aldrich)

19.5 ml de 2 Methtyl 2 butanol 99% Ref: 24-048-6 (Sigma Aldrich)

Aquests productes cal que es manipulin amb instrumental de vidre.

Aquesta solucid es conserva a T.A. preservada de la llum.

Solucié de Treball

0.24 ml de la Solucié estoc

10ml suero fisioldgic.

Per tal de que quedi ben dissolt cal escalfar la solucié a 37°C.

Dosi per ratolins atimics Swiss

10 ul de solucié de treball per gram de ratoli.

Abans d'administrar, escalfar a 37°C.

L'administracié és intraperitoneal.

Aquest protocol de treball va estar aprovat per la Comissié d'Experimentacié animal

corresponent a I'estabulari de petits rosegadors de I'Institut Catala d'Oncologia.
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PROCESSAMENT DE LES MOSTRES TUMORALS SUBCUTANES

Els teixits tumorals recollits es dividien en tres parts. Una de més grossa que es congelava
amb nitrogen liquid en un criotub esteril. La part més petita que s'incloia amb formol
tamponat i es processava per realitzar un bloc de parafina amb el segiient procés:

Fixacié amb formol tamponat 12 hores. (Formol tamponat 10% ph 7.4), deshidratacié ( Etanol
de 70%, 96%, 100% i xilol) i parafinacio.

La tercera part del tumor es congelava amb OCT. (Alcohol polyvinyl (< 11%), cera carbonica (
<5%) i ingredients no reactius (<85%).) De manera que es preservava la morfologia del teixit i
permetia realitzar posteriorment talls histologics de material congelat. La congelacié del
teixit es convenient que sigui lenta per evitar la formacié de cristalls d'aigua dins de les
cel-lules. Per aixo aquesta congelacié es realitzava a traves d'isopropanol o metilbutanol i no
directament sobre la neu carbdnica o el nitrogen liquid. Aquest tractament del teixit només es
va realitzar amb els tumors subcutanis del segons experiment E12/2001 amb els clons

transfectats.

CARCINOMES HUMANS DE COLON I RECTE

DESCRIPCICO DE LA SERIE

Vam utilitzar tumors que sén part d'un estudi hospitalari de casos i controls entre Gener de
1996 i Desembre de 1998 amb lobjectiu d'estudiar interaccions genoma-ambient en el

desenvolupament del cancer colorectal. Els casos van ser pacients diagnosticats “de novo"
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d'adenocarcinoma colorectal i tractats a la Ciutat Sanitdria i Universitaria de Bellvitge. Es va
establir un acord amb els primers 176 casos operats consecutivament, de manera que van ser
seguit prospectivament per tal de determinar el valor prondstic de diferents alteracions
genétiques. Es va disposar del consentiment escrit de tots ells per a participar i cedir mostres
per a ser analitzades geneticament. D'aquesta serie hem analitzat 95 casos amb marcadors
angiogenics. Els pacients comprenen 65 homes i 30 dones, amb un rang d'edat d'entre 37-91
anys i una mediana de 67 anys. Tots els casos han estat determinats anatomopatoldgicament
mitjangant el sistema de Dukes modificat per Astler-Coller. La distribucié per estadis fou de
46 carcinomes amb estadi de Dukes A-B1-B2, 31 amb Dukes C1-C2 i 17 amb Dukes D. Es van
localitzar al colon esquerre 33 carcinomes, 25 al colon dret i 37 casos al recte. La intervencié
quirdrgica va ser considerada radical 76 casos i paliativa en 17 casos. Trenta-tres pacients van
rebre fractament quimioterapic seguint els protocols standard de 5-FU. Vam disposar de
seguiment clinic per a tots els pacients, amb una mediana de 56,47 mesos. La supervivéncia
global i la supervivencia lliure de malaltia van ser calculades des de la data de la intervencio
quirdrgica fins la de la mort, recidiva o darrera visita. La raé de supervivéncia global a 3 i 5
anys va ser de % respectivament. Les peces quirlgiques van ser immediatament
transportades en gel després de la seva obtencié al Servei d'Anatomia Patoldgica. Mostres
aparellades de mucosa normal i adenocarcinoma van ser fixades en formol i incloses en

parafina per al seu posterior examen anatomopatoldgic i per realitzar el nostre estudi.
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IMMUNOHISTOLOGIA

REALITZACIO I PROCESSAMENT DELS TALLS HISTOLOGICS

Teixits o cel-lules parafinats

Els teixits fixats amb formol i parafinats conserven la seva morfologia i permeten el seu
tractament a molts nivells. El suport de la parafina li dona consisténcia al teixit i permet
realitzar talls de tres micres de gruix.

Per tal de que els teixit no es separin del porta objecte durant la técnica, cal que aquest
estigui cobert amb poli-I-lisina o altres polisacarids d'adhesié com silane. Comercialment venen
porta objectes amb cdrrega estatica que proporcionen |'efecte d'adhesié desitjat. En alguna
casos ho hem utilitzat pero el més utilitzats son els coberts amb poli-I-lisina.

Els blocs dels teixits parafinats els tallem en el microtom i els estenem en un bany d'aigua
destil-lada calenta (42°C). D'aquest bany passem els talls al porta objectes previament tractat
com ho creiem convenient. Eixugarem el teixit a 37°C un minim de 10 hores.

Teixits congelats

Es preferible que els porta objectes estiguin tractats amb poly-I-lisina , silane o bé eléctricament
carregats. Cal recollir els talls amb el porta objectes sec.

Els talls del criostat seran de 3 a 5 micres. Un cop enganxats sobre el porta objectes els
congelem a -20°C. Es descongelaran el mateix dia dutilitzar-los es temperen i es fixaren amb
formol tfamponat cinc minuts. Incubem un minim de 5 minuts els teixits amb PBS 1X i comencem el

protocol de marcatge amb anticossos.
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IMMUNOHISTOQUIMICA:

La immunohistoquimica és una técnica de deteccié de proteines sobre talls de teixits basada
en l'habilitat dels anticossos en reconéixer proteines. S'utilitza molt extensament des de fa
mig segle en recerca i en el diagndstic de malalties patologiques humanes. La seva sensibilitat
varia segons quatre premisses: 1.- La concentracié de la proteina que busquem en el teixit
problema. 2.- Com afecta la fixacié del teixit a la conformacio de la proteina. 3.-La localitzacié
i accessibilitat de la proteina problema en el teixit. 4.- La especificitat de I'anticos utilitzat.
Els controls regulars que utilitzem en una técnica de immunohistoquimica segons les seves
caracteristiques son:1.- Posar en contacte el mateix anticos amb diferents teixits o teixits de
diferents especie per determinar que la seva possibilitat és la descrita com a correcte. 2.-
Realitzar la tecnica amb una incubacié prévia de I'anticés amb la proteina especifica aillada. 3.-
Desenvolupar la técnica sense anticés primari per observar les possibles unions de la resta
dels productes utilitzats.

La immunohistoquimica és en molts casos una técnica menys sensible que treballar amb un lisat de
proteines i realitzar un Western Blot o una ELISA, pero per altra banda ens determina
localitzacié i morfologia que ho ens podran donar les altres tecniques.

El sistema de valoracié és un punt de controvérsia . Encara no hi ha sistema quantitatius
establerts que determinin un valor numeéric de forma automdtica i reproduible. Sota unes normes,
pero és l'ull huma i el seu criteri qui intervé en aquesta valoracid. Per rebaixar al maxim aquesta
influéncia, cal valorar els resultats sota uns pardmetres el maxim d'objectius com: marcatge o ho
marcatge. Els punts mitjos sempre sén els conflictius, per aixd predomina la determinacio del
nombre de céllules positives respecte a nombre de cél-lules totals en lloc de valorar la intensitat
del marcatge. Només en marcatges on les diferéncies siguin molt evidents els resultats son

reproduibles i dtils.
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Els protocols que hem utilitzat per assenyalar proteines en feixits tenen en comd el
processament dels feixits i dels talls que ja he explicat anteriorment i els tampons utilitzats que
us detallo en aquest apartat.
PBS 10 X: 15M NaCl

90mM NazHPO,

10mM  KHzPO4
Solucié de citrat sodic 1 X: 18mM  Acid citric

82mM Citrat sodic

Molécula d'adhesio plaquetaria 1 de ratoli en les ceél-lules endotelials : PECAM-1.

Aquesta tecnica es va realitzar sobre els talls de teixits congelats dels tumors subcutanis.
Aquests talls estaven a -20°C i es van temperar el mateix dia del processament. Després de la
fixacio es van inactivar les peroxidases endogenes amb una incubacié de 10 minuts amb aigua
oxigenada a I'1%. Els rentats per netejar l'aigua oxigenada es van realitzar amb aigua
destil-lada. Després es va permeabilitzar el teixit amb PBS 1X amb Tween 20 a I'1%. Els teixits
es van bloquejar a femperatura ambient amb una solucié d'elevada concentracié amb sérum de
cabra (5%) i albimina bovina (3%) durant una hora. Es va utilitzar un anticds comercial
fabricat per Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, Rat Monoclonal anti-PECAM de ratoli
especial per realitzar immunohistoquimica. (Cat. Num: 550274, clon: MEC13.3). La incubacid
amb l'anticos anti-PECAM va ser a una dilucié 1/10 durant tota la nit a 4°C i mitja hora
posterior a temperatura ambient per temperar les mostres abans de continuar el procés.
Préviament a la incubacié amb un anticos secundari es realitzen tres rentats de 10 minuts
cadascl amb PBS1X i Tween 20 a I'1%. L'anticos secundari anti-rata biotinilat utilitzat va ser
de Dako Diagnostics (Cat. Ndm. E468) diluit 1/200 amb PBS1X + 5% sérum de cabra + 1%
d'albdmina bovina. Durant una hora I'anticés anti-rata va estar en contacte amb els teixits i
després de rentar-los per eliminar el producte que no s’havia unit a la mostra es va amplificar

la senyal amb complexes d'avidina i biotina. (Vector Laboratories, Cat. Nim: PK4000). Despres
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de rentar els teixits amb PBS1X i Tween 20 (1%) es va realitzar la reaccié de la peroxidasa
per oxidar la Diamino Benzidina i fer-la precipitar per poder visualitzar la unié dels anticossos

i localitzar la proteina PECAM en les cel-lules endotelials.

Factor de creixement de I'epiteli vascular : VEGF

Els talls de teixit on es van determinar els nivells i la localitzacié de la proteina VEGF estaven
parafinats. La desparafinacido es va realitzar a través d'una bateria de xilols i etanols de la
seglient manera: 4 xilols, 3 etanols, 3 alcohols de 96% i 1 alcohol de 70%. Les incubacions és
realitzen de 10 minuts en els xilols i 5 en els etanols. Després d'un rentat de 5 minuts amb aigua
destil-lada es realitzava un xoc térmic al microones (900W) de tres minuts amb solucié de citrat
sodic. Les mostres es deixen refredar dins del mateix tampé calent un minim de vint minuts. Com
a pas previ a les incubacions dels anticossos, elimindarem l'efecte de les peroxidases enddgenes
amb la incubacié d'aigua oxigenada a I'1% durant 10 minuts. Després es va rentar i permeabilitzar
les mostres amb PBS1X + Tween 20 a I'1% i es van incubar durant dues hores a temperatura
ambient amb sérum de cabra al 5% i 1% d'alblmina bovina. L'anticds per reconeixer la proteina
VEGF que es va utilitzar va ser un policlonal de conill (Santa Cruz # sc-152 A-20, 200 pg/ml ).
Vam dissoldre l'anticds amb PBS1X + 1% d'albimina bovina a 1/100 i es va incubar a 4°C durant
tota la nit. Després de temperar les mostres i els rentats de PBSIX + 0.2% de Trité 100X es va
incubar mitja hora a T.A. l'anticos secundari. En aquests cas es va utilitzar el producte Envision
anti conill . (Dako #K4003). Envision és una producte comercial que consta d'una molecula de
dextra amb varis anticossos Ig6 units i miltiples peroxidases. D'aquesta manera augmentem el
senyal sense perdre l'especificitat de l'anticds. El revelat es va realitzar amb D.A.B. Plus (Dako
#4001). Aquest mini kit disposa d'un tampé i un cromogen liquid. Es preparara com en els cas dels
anticossos 100 pl per porta objecte amb una proporcié de 20 pl de cromdgen per 1.000 del tampd.
La incubacié sera d'un minut. Despres es renta amb aigua , es deshidraten les mostres i es

cobreixen amb medi de montatge D.P.X i un vidre de cobertura.
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Marcatge dels vasos sanguinis i macrofags amb lectina de tomagquet.

Les lectines son un conjunt de proteines que reconeixen de manera molt especifica i per
I'estructura quimica, complexes de sucres units a proteines o lipids. Aquestes proteines estan
presents en el regne animal, vegetal i en microorganismes com els bacteris i els virus. L'any
1888 Hermann Stillmark, presenta les propietats d'aglutinacié de la ricina purificada d'unes
llavors i comencen a sorgir conceptes com l'aglutinacié que acabara de definir-se cap als anys
50 (Com propietat d'unir eritrdcits o altres tipus cel-lulars) i la lectinologia que es creu creada
per Sharon i Lis al 1972 . Defineixen lectinologia com a la utilitzacié d'aquestes proteines i les
seves propietats, especialment en histopatologia aprofitant el seu reconeixement tan
especific de diferents tipus cel-lulars. Actualment aquestes molécules son utilitzades amb
moltes altres finalitats com: avaluacions histoldgiques (tipus cellulars, estats cel-lulars,
integritat de components cel-lulars ...) (Ulfig, Bohl et al. 2004), dianes de drogues (Bies, Lehr
et al. 2004) i per purificar altres molécules entre altres.

Lycopersicon esculentum és un tipus de tomdquet que podueix una lectina que de manera
especifica, s'uneix a (4GlIcNAcb1)2-4, un glicid. S'ha demostrat que es pot utilitzar per tenyir
macrofags, microglia, neumadcits, cél-lules endotelials i d'altres epitellis en diferents
especies . (Barkhordari, Stoddart et al. 2004) (Ulfig, Bohl et al. 2004)

En les nostres mostres tumorals de ratolins hem utilitzat la lectina del tomaquet biotinilada
per marcar endotelials i macrofags de ratolins.

Aquesta técnica s'ha realitzat en talls parafinats de 3 micres. La desparafinacié es va
realitzar quimicament per una bateria de xilols i etanols de la segiient manera: 10 minuts en 4
banys de xilol, 5 minuts en un gradient de banys d'etanol per acabar amb la mostra hidratada
amb aigua.

Per tal de desenmascarar el sucre que va reconéixer la lectina realitzem un procés amb calor
en un microones . Les mostres es van submergir en un bany de solucié de citrat sodic 1X i es van
sotmetre a les radiacions del microones duran 2 minuts i mig. Després de temperar les mostres

en el mateix tampé un minim de 20 minuts es van inactivar les peroxidases enddgenes. Per tal
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d'evitar unions inespecifiques dels anticossos els teixits es van bloquejar amb sérum de cabra i
despres es va incubar la lectina biotinilada dissolta 1/20 (Sigma - Aldrich #L-0651, 20mg/ml)
amb solucié de PBS 1X tota la nit a 4°C. L'accés es va rentar 3 vegades amb PBS1X + 0.1% Trité
100X. Cada rentat durant 5 minuts. Per poder amplificar la reaccié de precipitacié de la
diamonobenzidina es van unir complexes d'avidina i biotina a la biotina de la lectina . Varem
incubar aquests complexes amb la mostra diltits 1/200 amb PBS1X + 0.1% TRITO 100X durant
% hora. Es van realitzar els rentats després de la incubacié i es va oxidar i precipitar la DAB.

El contrast el varem realitzar amb hematoxilina de Harris.

Marcatge especific de macrofags

Amb aquesta tecnica s'aconsegueix senyalar els macrofags i cél-lules del mateix llinatge en els
tumors subcutanis parafinats dels ratolins atimics induits per les cel-lules transfectades amb
diferents mutacions del K-Ras. L'anticos utilitzat dirigit contra un antigen F4/80 especific
per aquests tipus de cél-lules en ratoli. (Chan, Leedy et al. 2005)

Els teixits parafinats es van desparafinar i es van sotmetre a una digestié de tripsina 0.1%
durant mitja hora a 37°C. Despres d'inactivar les peroxidases enddgenes amb aigua oxigenada
es va realitzar un bloqueix inespecific del teixit amb una concentracié elevada de sérum de
cabra ( 20%). La incubacié de I'anticds primari es va realitzar durant una hora a temperatura
ambient i a una concentracié de 1/50 diluit amb PBS1X i 5% de sérum de cabra (Rat anti-
mouse F4/80 antigen; Serotec # MCA497GA, 0.Img/ml). Els rentats per eliminar I'excés
d'anticos es van fer amb PBS1X i Tween 20 a I'1%. L'anticos secundari utilitzat es va diluir a
1/50 amb PBS1X i es va incubar durant 30 minuts a femperatura ambient (Goat anti-Rat Ig6
HRP conjugated; Serotec # STAR72). La diamini benzidina va ser el cromogen utilitzat i el

contrast es va realitzar amb hematoxilina.
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Marcatge de CD31 huma i VEGFR2 huma

Aquests marcatges es van realitzar en talls parafinats de carcinomes de colon i recte humans. La
desparafinacié es va realitzar a través d'una bateria de xilols i etanols. Després d'un rentat de 5
minuts amb aigua destil-lada es realitzava un xoc térmic de dos minuts en una olla a pressié amb
solucié de citrat sddic. Les mostres es deixen refredar dins del mateix tampé calent un minim de
vint minuts. Varem inactivar les peroxidases enddgenes amb una incubacié d'aigua oxigenada a I'1%
durant 10 minuts. Despreés es van incubar durant dues hores a temperatura ambient amb sérum
de cabra al 5% i 1% d'albimina bovina. L'anticés va ser un monoclonal de ratoli ( Dako #M0823
clon: JC/70A, Dilurt 1/100) . Per visualitzar el VEGFR2 varem disposar d'un anticos monoclonal de
ratoli (Santa Cruz # sc-6251 A-3, 200 pg/ml Diluit 1/150). Els anticossos es van incubar a 4°C
durant fota la nit i mitja hora posterior per temperar les mostres a T.A. L'anticds secundari
utilitzat va ser Envision anti ratoli. (Dako #K4001). El revelat es va realitzar amb D.A.B. Plus
(Dako #K3468) amb una incubacié d'un minut. Després es renta amb aigua , es contra tenyeixen

les mostres amb hematoxilina de Harris i es deshidraten per montar-les.

IMMUNOFLUORESCENCTIA:

Molécula d'adhesio plaquetaria 1 de ratoli en les ceél-lules endotelials : PECAM-1.

Sobre els teixits congelats dels fumors es va realitzar I'immunofluorescencia per detectar
PECAM. El tractament del teixit ja esta explicat en la deteccio quimica de la mateixa
molecula.

La incubacié amb l'anticés anti-PECAM (Rat Monoclonal anti-mouse PECAM #550274, clon:
MEC13.3) va ser a una dilucié 1/50 durant tota la nit a 4°C i mitja hora posterior a
temperatura ambient per temperar les mostres abans de continuar el procés. Préviament a la
incubacié amb un anticds secundari es realitzen tres rentats de 10 minuts cadascd amb PBS1X

i Tween 20 a I'1%. lI'anticos secundari Alexa Fluor de cabra anti-rata marcat amb rodamina, es
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dilueix a 5ug/ml amb PBS1X . Durant una hora I'anticos anti-rata va estar en contacte amb els
teixits i després de rentar-los per eliminar el producte que no s'havia unit a la mostra es

cobreixen amb medi de muntatge aqués de Biomedia.

Doble immunofluorescéncia de PECAM amb : DESMINA o ANTI o-SMA

Aquesta técnica sempre s'ha realitzat sobre teixits congelats que els varem processar com ja
hem explicat préviament. Abans de la incubacié de I'anticos anti PECAM es

va realitzar dues hores d'incubacié amb el segon marcatge que correspongui en cada ocasié.
Els anticossos i dilucions utilitzades les especifiquem en la taula adjacent. Entre la incubacid
dels dos anticossos de reconeixement de les proteines es van realitzar rentats amb PBS1X i
1% de Tween 20. Despres de la incubacié amb anti PECAM durant tota la nit, tfemperem les
mostres i les rentem. En qualsevol dels altres dos marcatges es van utilitzar per reconcixer
I'anticds primari un anticés de cabra anti-conill marcat amb FITCH de la casa comercial Alexa.
Vdrem posar en contacte els teixits amb aquest anticos durant una hora a una dilucié 1/300
amb PBS1X. Despres de tres rentats de les mostres varem incubar l'anticos de cabra anti-rata
marcat amb rodamina, per reconeixer el primari de PECAM. Es va col-locar un cubre-objectes

amb medi aqués de Biomédia després de rentar |'excés de secundari.
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TAULA : ANTICOSSOS UTILITZATS EN IMMUNOFLUORESCENCIA

ANTIGEN | CASA ORIGEN DILUCIO
COMERCIAL UTILITZADA
PECAM Becton Monoclonal de | 1/50
Dickinson rata
Biosciences Clon: Mec13.3
Pharmingen
#550274
Desmina Neomarkers Policlonal de | 1/700
#RB9014 conill
a-SMA Labvision Policlonal de | 1/100
#RB9010 conill
VALORACIO I QUANTIFICACIO DELS
IMMUNOHISTOLOGICS

MARCATGES

La técnica quimica i fluorescent dels marcatge de la molécula d'adhesié plaquetaria 1 i la de

la lectina s'han valorat de la mateixa manera. Hem analitzat una seccié de cada tumor i cinc

camps de 400X en cada una que representaven les zones de maxima vascularitzacio dins del

tumor.

independentment de poder observar la seva llum vascular.
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El marcatge del factor vascular VEGF s'ha valorat en les cel-lules tumorals. S'ha considerat
que un percentatge superior del 20% de cél-lules tenyides era un tumor positiu. Els casos
positius els hem separat en dos grups: 20-60% de cellules positives ( +) o bé > 60% de
cel-lules positives (++). La diferencia de les intensitats en el marcatge no ha estat valorada per
no ser prou diferent a l'ull huma.

El marcatge dels macréfags ha estat valorat en tota la seccié dels tumors. S'ha valorat el
nombre de cellules tenyides.

La valoracié del marcatge de VEGFR2 en els teixits i tfumors humans es realitzar agrupant els
casos en tres grups diferents segons el marcatge cel-lular, tant en cel-lules endotelials com
en tumorals. Segons el percentatge de cel-lules tenyides determindavem intensitat O quan no
trobavem cél-lules marcades, intensitat 1 quan el percentatge del marcatge era entre un 20-
50% de les cél-lules. Hem classificat com a intensitats 2 i 3 als feixits amb més del 50% de
cel-lules marcades, amb la diferéncia d'observar més o menys intensitat. Es van separar
aquestes dues intensitats perqué en aquest marcatge eren molt evidents.

Els dobles marcatges immunofluorescents a-SMA i desmina han estat analitzats a traves d'un
microscopi confocal Leica. Hem realitzat un andlisi visual de les mostres per determinar els
tipus de marcatge que es podien localitzar en cada cas. En aquest andlisi hem determinat quin
tipus de cellules o en quines localitzacions es trobaven respecte els vasos sanguinis. Hem pres
molta cura en observar si els fibroblastes tfumorals eren positius, en quina proporcié i la seva
situacié respecte els vasos sanguinis especialment si tenien prolongacions damunt de
I'endotelial. Després ens hem centrat en les zones més vascularitzades de cada tumor i hem
determinat la quantitat de marcatge al voltant dels vasos. Només indicant si era abundant o
escas. Posteriorment, per fenir una mesura objectiva hem aprofitat un dels sistemes de
quantificacié del software de captura en el microscopi confocal : Leica Confocal Software .
Lite version Copyright 1997. De cada tumor hem realitzat un minim de cinc fotografies de les
drees més vascularitzades. Aquestes fotografies només sén un sol pla aproximadament de 300

nm. El programa d'ordinador analitza les intensitats de cada fluorocrom seguint una ratlla
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imaginaria de 265.17 pm sempre en el centre de la fotografia. Aquestes intensitats es
presenten en forma d'histograma. Sobreposant |'histograma de cada fluorocrom hem calculat
el nombre de pics que colocalitzen per tal de determinar només la quantitat de marcatge dels
dos fluorocroms que coincideixen en el mateix punt i en punts continus. Els controls negatius
dels teixits tenyits on hem incubat els anticossos secundaris perd no els primaris van ser
analitzats de la mateixa manera. En aquesta ocasié es va realitzar una mitja de les intensitats
dels pics d'aquestes mostres que ens va determinar els pics provocats per I'anticos secundari o
la propia fluorescencia d'altres reactius. Hem considerat d'aquesta manera la unié inespecifica
dels anticossos secundaris en el teixit problema. Els pics de les mostres amb el doble
marcatge iguals o inferiors a aquestes intensitats no van ser considerats.

En aquestes valoracions hem tingut el suport i la supervisié de dos patolegs : Dr. Felip Vilardell
i Dr. Esther Oliva.

Per als calculs estadistics es va fer servir el programa informadtic Statistical Package for
Social Science (SPSS). Els andlisi de comparacié de dades entre els grups de tumors
subcutanis es van realitzar per proves no parametriques (Mann-Whitney). Les taules de
contingéncia per a correlacions clinicopatologiques van ser analitzades per mitja del test Cox;
tenint en compte l'estadiatge de Dukes. Van ser considerats estadisticament significatius
valors de "p" inferiors a 0.05. La supervivéncia global i la supervivéncia lliure de malaltia van
ser calculades per mitja del métode de Logrank amb una grdafica de Kaplan-Meier. Per
treballar amb la base de dades dels fumors humans hem utilitzat el sistemes del servei

d'epidemiologia de I'TCO amb el suport de |'estadistica Elisabet Guiné.
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OBTENCIO I QUANTIFICACIO DE PROTEINES.

LISI DE CEL-LULES EN CULTIU I TUMORS : EXTRACCIO DE PROTEINES.

La lisi de céllules o teixits es pot realitzar de varies maneres i amb diferents tampons. La tria
d'aquests protocol es realitza en funcié de la tecnica a realitzar posteriorment i del tipus de
proteina que estem estudiant.
Hem utilitzat el tampo de lisi RIPA forga desnaturalitzant degut als detergents ionics que
porta: Sodi dioxicolat i el Sodi dodecil sulfat i que trencara algunes de les unions covalents
entre proteines . Els inhibidors afegit al tampé de lisis han estat: Aprotinina (1 pg/ml) ,
Leupeptina (1 ng/ml) i el Fenilmetil sulfonil fluoridric (PMSF 50 ug/ml).
Tampé RIPA: 150 mM NaCl

1 % NP-40 (Nonidet-40)

0.5% Sodi deoxicolat

0.1% sDs

50 mM Tris, pH:8
Els teixits els hem disgregat i homogenitzat mecdnicament tallant amb un bisturi, amb
politron i/o provocant el pas per una agulla 256G. Les cél-lules en cultiu es van recollir
directament de la placa amb tampé RIPA i inhibidors de proteases i es van homegenitzar a
través d'una agulla 256. Els lisats es van incubar entre 20 minuts i una hora a 4°C en gel. Vam
centrifugar 15 minuts a 4°C a 15.000 rpm. Recuperdvem el sobrenedant en un eppendorf net i
tornavem a centrifugar el pellet 10 minuts a 15.000 rpm. El sobrenedant ( Les proteines

dissoltes) el guardem a -80°C.
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LIST ESPECIFICA PER ZIMOGRAFIA

L'extraccié proteica per realitzar zimogrames es va fractar de manera especial per
requeriments de conservacié en l'activitat dels enzims. L'homogenitzacié dels tumors i el lisat
cellular es va realitzar amb el tampé de lisis segiient:
Tampo de lisi: 500mM Tris , pH 7.6

200mM Nacl

10 mM CaCl,

1% Trité 100X
L'homegenitzacié dels teixits es va fer amb la proporcié de 100 pl per 10 mg de teixit .
S'incubava a 4°C durant una hora per lisar les céllules i resuspendre les proteines.
En el cas de les cél-lules en cultiu el lisat es va realitzar directament sobre la placa després
de tres rentats amb PBS 1X. S'utilitzava 1ml de tampé de lisi per cada placa de 10 cm de
didmetre i es mantenia a 4°C durant 15 minuts en agitacié suau. Es recollia el lisat amb un
rascador cel-lular.
Les mostres es centrifuguen a 14.000g durant 15 minuts i es recupera el sobrenedant on han
quedat resuspeses les proteines. Aquest extracte es va valorar amb la quantificacié de

Bradford.

QUANTIFICACIO DE PROTEINES

Per tal de poder comparar els resultats partint de la mateixa quantitat de proteina lisada, cal
mesurar la quantitat de proteines totals que contenen els extractes que hem realitzat.

El metode de Bradford es basa en la unié de la proteina al blau de comassie que es llegeix
colorimetricament a absorvancia maxima a 595nm. Les mostres problema es determinen per

interpolacié a una recta patré de concentracié de BSA.
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Reactiu de Bradford: Comassie blue G-250 100 mg

Etanol absolut 50 ml

Acetat Ortofosforic 100 ml

Aigua destil-lada 200ml
Aquest reactiu es pot comprar comercialment a diferents cases comercials. Bio Rad és el que
hem utilitzat en aquests resultats.
Recta patré: La recta patré es realitza amb concentracions de BSA des de 2ug/ml fins a 25
ug/ml.
En cada pou d'una placa d'Elisa es valoraran 160 pl de mostra, les mostres problema les varem
diluir perque els valors entressin dins de la recta patré. Aquesta recta només es va donar com
a valida si el seu coeficient de correlacio estd entre 1 i 0.98. Despres podrem fer

I'extrapolacié de les mostres problema.

ANALISI DE PROTEINES PER WESTERN BLOT.

ELECTROFORESI

Les proteines totals de cada mostra es van separar per tamanys en gels d'acrilamida.
L'entramat d'aquests gels sera més o menys concentrat segons les necessitats de cada
proteina amb la que treballem. La preparacié dels gels d'acrilamida consta de dues parts: el gel
concentrador i el gel separador. El gel concentrador té un 4% d'acrilamida més el 125mM de
Tris base a PH = 6.8 i 0.1% de SDS. Aquest gel concentra les proteines en un front comd
d'avangament malgrat tinguin diferents tamanys. El gel que separa les proteines per tamany es
realitza a concentracions del 7.5 al 12% d'acrilamida. Aquest gel tenia una concentracié de sals
major que el concentrador, 9.4 M de Tris base a PH = 8.8 i un 0.1% de SDS. La polimeritzacié

de l'acrilamida es potencia i s'accelera amb APS 1% i TEMED 0.1% que s'afegi en el moment
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d'escampar el gel entre els dos vidres. L'electroforesi es realitzara a traves del segiient

tampo :

Tampo d'electroforesi: 125mM Tris base
959mM Glicina
17mM SDS

Es carregaven de 30 a 50 pg de proteina per mostra en cada carril, el lisat protéic es
barrejara amb el tampé mostra de manera que la concentracié final d'aquests sigui de 1X.
Aquest tampd portard un agent desnaturalitzant de proteines que en les nostres mostres ha
estat B-mercaptoetanol al 5% o bé DTT a 0.03mM.
Tampo mostra 5X:  Trizma base PH: 6.8 60 mM

Glicerol 25%

S 0.2%

Blau Bromofenol 1%  0.1%
L'electroforesi es va realitzar a 100V constants i mantenenint la temperatura de tot el procés
a 4°C. En cada un dels gels s'ha destinat un pou per una escala comercial de proteines de
diferents tamanys. (Invitrogen, BenchMark Prestained Protein Ladder #10748-010). Aquesta
mostra s'utilitza com a referéncia dels tamanys de proteina. Esta tenyida de color blau amb

una banda de referencia de color magenta aproximadament de 62.4 KDa.

TRANSFERENCIA

La transferencia de les proteines del gels d'acrilamida a les membranes es va realitzar a
través d'un camp electric (Towbin, Staehelin et al. 1979) amb I'aparell MINI PROTEAN II de
BIO RAD. Es van utilitzar membranes de nitrocel-lulosa (Hybond ECL #RPN203D Amersham
Pharmacia Biotech) o membranes de polyvinylidene fluoride (PVDF-Bio-Rad, Hercules, CA )

indistintament.
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La membrana humida s'estira sobre un paper d'alta absorcié al damunt d'un filtre esponjés. El
gel es situa damunt de la membrana i s'eliminen les bombolles d'aire que puguin quedar entre el
gel d'acrilamida i la membrana. Es cobreix amb un nou paper absorbent i un altre filtre
esponjos i es tanca tot entre dos suports de plastic quedant aixi tots els components
subjectes i prensats. Es colloca en una cubeta d'electroforési plena de solucié Towbin amb la

membrana al costat del catode. Es proporciona un flux eléctric de 100mA durant una hora i

mitja.

Tampé de transferéncia Towbin: Tris base 25 mM
Glicina 192mM
Metanol 20%

Abans d'afegir el metanol cal comprovar el PH de la solucié estigui entre 8.1 i 8.5.

Verificacié de la transferencia

Per comprovar que s'ha produit la transferencia de les proteines des del gel a la membrana,
tenyim la membrana amb un colorant no permanent de proteines. Hem utilitzat el Ponceau S
(3-hydroxi-4-[2-sulfo-4-penilazo]-2,7-nafatlé disulfiric acid) al 2% diluit amb el 30% de
tricloro acétic. Una incubacié de 10 minuts de la membrana permet visualitzar I'escala de les
proteines de cada mostra i destenyir amb aigua destil-lada sense malmetre la membrana. El

Ponceau S és molt labil i es dificultés realitzar una fotografia d'aquests marcatges.

DETECCIO DE L'ANTIGEN

La membrana amb les proteines es bloquejara inespecificament amb una solucié 5% de llet
desnatada liofilitzada. Aquesta incubacié es necessdria per evitar unions inespecifiques del
agents immunoldgics que utilitzarem per la deteccié de l'antigen. La incubacié es realitzara

durant dues hores a temperatura ambient o 10 hores a 4°C. La solucié per diluir la llet o bé les
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resta del anticossos que utilitzarem en tot el procés serd TBSIX que el prepararem a partir
de la solucié concentrada estoc segiient:
TBS 10X Tris base 99mM

NaCl 1.49M
Modifica el PH amb HCI finsa 7.4
Després de la incubacié amb la solucié de bloqueig es van incubar els anticossos que
reconeixen especificament a les proteines. Les dilucions dels anticossos es van realitzar amb
TBS 1X + 0.05% Tween 20 i 1% de llet desnatada liofilitzada. Estan detallades en la taula
d'anticossos utilitzats per Western Blot. Aquestes incubacions van ser de més de 10 hores a
4°C. Els rentats per eliminar el producte d'excés a la mostra es van realitzar amb TBS 1X +
1% Tween 20. Els anticossos secundaris que es van utilitzar estan associats covalentment a
peroxidases i reconeixen la part inespecifica de I'anticos primari utilitzat. Només en el cas de
la trombospondina-1, 'anticos secundari estava biotinilat i es va augmentar la senyal amb

complexes d'avidina i biotina.
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TAULA: ANTICOSSOS UTILITZATS PER REALITZAR ELS WESTERNS BLOT

. DILUCIO
ANTIGEN COMERCIAL ORIGEN
UTILITZADA
Oncogene Research Products,CA 1/150
MMP2 Policlonal d'ovella
# PC312 (200 pg/ml)
Oncogene Reserch Products,CA 1/200
MMP9 Policlonal d'ovella
# PC309 (2 mg/ml)
Neomarkers Lab Vision Corp,CA 1/100
MMP14 Policlonal de conill
#RB-1545 (Img/ml)
Oncogene Research Products,CA | Monoclonal de ratoli 1/100
TIMP-2
HIM56L Clon: 67-4H11 (Img/ml)
EGE Neomarkers Lab Vision Corp,CA Monoclonal mouse 1/100
Vi
#MS-35 Clon: JH121 (200 pg/ml)
. Santa Cruz,CA Monoclonal de ratoli | 1/100
LK-1
#sc-6251 Clon: A-3 (200 pg/ml)
Santa Cruz,CA 1/500
TSP-1 Policlonal de cabra
#sc-12312 (200 pg/ml)
Santa Cruz,CA 1/500
Angiopoietina 1i 4 Policlonal de cabra
#sc- 9360 (200 pg/ml)
ERKs 1 i 2 | SIGMA Monoclonal de ratoli
1/3.000
difosforilades #M8159 Clon: MAPK-YT
Akt fosforilat Ser473 | Cell Signaling #9271 Policlonal de conill 1/1.000
SIGMA Monoclonal de ratoli
o~ Tubulina 1/3.000
#T5168 Clon: B 5-1-2
Neamorkers Lab Vision Corp,CA 1/400
Actina Monoclonal de ratoli
#MS-1295 (200 pg/ml)
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REVELAT QUIMIOLUMINISCENT

La deteccié de la unié dels anticossos es pot visualitzar per diferents metodes. La
quimioluminiscéncia a través de la peroxidases associada als anticossos és un dels metodes
més utilitzats. La peroxidasa oxida el luminol (diacilhidracid ciclica) en ambient alcali i crea un
intfermediari inestable que va emetent llum. La maxima emissio es produeix entre els primers 5
i 20 minuts i va disminuint durant 60 minuts més. La llum maxima que emet aquesta reaccié
quimica és de 428nm despres d'una curta exposicio a llum blava.

Hem utilitzat el sistema de revelat Amersham Biosciences especific per Westerns Blot amb
els principis de quimioluminiscéncia d'oxidacié amb el luminol. (ECL Western Blotting Detection
Reagents #RPN2106). Just en el moment d'utilitzar la mostra, es mesclen els dos productes a
parts iguals. Es cobreix la membrana amb la solucié i es realitza una curta incubacié d'un
minut. S'elimina I'excés de producte i s'exposa la membrana a una pellicula radiografica el
temps que sigui necessari. Els senyals obtinguts a la pel-licula radiografica de cada mostra en
el mateix temps d'exposicié és quantifiquen escanejant el resultat i mesurant la
densitometria de la banda. Aquesta valoracié es realitza a través del programa Phoretix .

(Phoretix International Cale Cross House Newcastle upon Tyne NE1 6SU UK).
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ANALISI DE PROTEINES PER ELISA.

VEGF MURI PER ELISA

Es va determinar la quantitat de VEGF respecte de la quantitat de proteines total en els lisats
dels tfumors subcutanis i la quantitat d'aquesta proteina en volum de medi condicionant dels
clons cel-lulars per ELISA ( R&D Systems Quantikine M mouse VEGF Immunoassay #MMVO0O).
En els casos dels lisats de feixits tumorals es van analitzar 22.5 pg de proteina fotal de cada
mostra, segons les lectura de la quantificacié de Bradford.

En el cas dels medis condicionants les mesures es realitzaven sobre 20 ul de medi d'un cultiu
controlat amb unes proporcions de 2 ul medi / 1.000 cél-lules / 0.06 mm?.

El sistema d'ELISA comercial de R&D Systems proporciona plaques de 96 pouets coactades
amb l'anticos contra el VEGF especific de ratoli i tots els reactius necessaris per realitzar la
tecnica. El protocol que hem seguit és el descrit per la casa comercial. Els valors resultats de
les mostres s'extrapolen a una recta patré de valor maxim 500 pg/ml i un minim de 7.8 pg/ml
que també subministra la cas comercial. Aquesta recta es processa en la mateixa placa que les
mostres. Totes les mostres es mesuren per triplicat. Els resultats obtinguts sempre han estat
la mitja d'aquestes tres mesures.

Les mostres s'incuben dues hores a temperatura ambient amb l'anticdés coactat i després de
rentar, s'incuben dues hores més amb l'anticds anti-VEGF conjugat amb peroxidasa. La reaccid
quimica colorimetrica es realitza posteriorment amb la peroxidasa i el cromogen
tetrametilbenzidina.

La lectura de la densitat optica a 450nm ens determina la quantitat de VEGF en cada mostra
segons la correlacié amb la recta patré. La sensibilitat de la téecnica permet mesures d'un

minim de 3 micrograms de VEGF.
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ZIMOGRAFIA

ELECTROFORESI

Els enzims son proteines que cal separar per tamany molecular amb dos fases de gels
d'acrilamida. El gel concentrador en el cas del zimogrames es va realitzar al 5% d'acrilamida i
els separadors van ser de 10 o del 7.5 % d'acrilamida segons el tamany i la separacié de bandes
que ens interessava localitzar. En aquests gels es barreja el substrat de reaccié de I'enzim a
estudiar. En el cas de les MMPs els substractes que varem utilitzar van ser gelatina, caseina o
transferrina.
Gel concentrador 5% d'acrilamida: ( Volum final 4 ml)

5%  670ml Acrilamida 30%+Bisacrilamida 0.8%

0.1% 0.4 ml SDS 10%

125mM  1ml Tris base 0.5M pH 6.8
Gel separador 10% d'acrilamida: ( Volum final 10ml )

10% 3.33ml Acrilamida 30%+Bisacrilamida 0.8%

0.1% Iml SDS 10%

3.5mM  2.5ml Tris base 1.4M pH 8.5

1mg/ml gelatina , caseina o carboximetilé transferrina
Gel separador 7.5% d'acrilamida: ( Volum final 10ml)

7.5% 2.5ml Acrilamida 30%+Bisacrilamida 0.8%

0.1% Iml SDS 10%

3.5mM  2.5ml Tris base 1.4M pH 8.5

Img/ml  gelatina , caseina o carboximetile transferrina
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La polimeritzacié de I'acrilamida es potencia i s'accelera amb APS 1% i TEMED 0.1% que s'afegi
en el moment d'escampar el gel entre els dos vidres.
Les mostres es carregaren en cada pou un cop els gels van estar polimeritzats. Es van seperar
en l'electroforési 40 pg de cada mostra amb tampé 1X Laemmli-SDS.
Tampo 4X Laemmli-SDS 20% Blau de bromofenol

160mM Tris base pH 8.8

10% glicerol

7% SDS
L'electroforési es realitza a 4°C i a 150V.
Tractament de mostres amb APMA:
Totes les mostres han estat valorades amb i sense tractament D'APMA. L'APMA ( Acetat p-
aminofenilmercdric) s'utilitza per poder activar les formes latents de les MMPs i d'aquesta
manera poder-les valorar com a enzims en altres pesos moleculars que han degradat el
subtracte del gel. Aquests producte activa les metaloproteinases provocant que la seva

activacid sigui independent de la concentracié de sodi. (Camins, Gabriel et al. 1998)
INCUBACIONS I REVELATS DE LES ACTIVITATS ENZIMATIQUES.

L'electroforési ens ha proporcionat la separacié de les proteines dels lisats per tamany , en
aquests suport s'activen les activitats enzimatiques que ens interessen provocant una
degradacié del substrat de I'enzim que tenim en el gel. Aquests sera el primer pas per arribar
a detectar I'enzim. Per aconseguir les condicions idonies per l'activacié enzimatica realitzarem
un seguit de rentats per tal d'eliminar els tampons de |'electroforési, especialment SDS que
interfereix en aquesta activitat. Rentarem el gel amb aigua destil-lada , realitzarem dos

rentats de 15 minuts cadascd amb 2.5% de Trité 100X, i despres dos més en 50mM de Tris
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pH 7.5 + 25% de Trité 100X. Els dos ultims rentats sén també de 15 minuts amb 50mM de
Tris base pH 7.5 sense Trito 100X.
Es va incubar el gel a 37°C , en agitacié durant 22 hores cobert de tampé d'incubacié per
mantenir I'enzim actiu.
Tampé d'incubacié:  50mM Tris base pH 7.5

150mM NaCl

10 mM CaCl

1% Trité 100X
Per poder visualitzar la quantitat de substrat (Gelatina, transferrina o caseina) que ha
transformat l'enzim, es va tenyir el substrat amb blau de Comassie. Aquest procés ens
permetrd diferenciar la zona on hi ha enzim, per manca de coloracié i la densitometria
d'aquestes bandes ens assenyalaran la quantitat d'enzim que tenim en cada mostra.
Per tenyir el gel I'incubarem durant una hora amb blau de Comassie 0.1% + 40% d'isopropanol.
Eliminarem I'excés de colorant amb acid acétic al 7%. Per conservar i manipular millor el gel es

deshidrata.
VALORACIé DE LES ACTIVITATS ENZIMATIQUES

Els gels deshidratats s'escanegen i s'inverteixen les imatges amb el programa informatic
Quantity One de BioRad. Quan invertim la imatge podem quantificar la banda de manca de
colorant amb infensitats possitives. Els zimogrames s'han realitzat per triplicat amb cada
mostra i amb experiments diferents. Les mitjanes i les desviacions estandards de les

intensitats analitzades les hem representat en histogrames de barres.
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NORTHERN BLOT

ELECTROFORESI DESNATURALITZANT

L'RNA es separa en un gel d'agarosa al 1,2% i amb formaldehid per desnaturalitzar les
possibles unions que s'hagin produit entre bases de l'acid nucléic. El gruix dels gels
d'electroforési que després hem de blotar sén importants per optimitzar la transferéncia
posterior. Aixi doncs cal calcular el volum d'agarosa en funcié del motlle que utilitzem i no
excedint d'un gruix d'un centimetre.

Gel d'electroforesi desnaturalitzant:

1.2% Agarosa
0.66M Formaldehid
1X MOPS 10X (3-(N-Morfoli) propanolé acid sulfonic)

MOPS 10X: 0.4M MOPS (Sigma M-1254)

0.IM  Acetat sodic

10mM EDTA pH8

Aquesta solucié cal ajustar-la a pH7 amb NaOH.
La preparacié d'aquests gels cal realitzar-la sota campana d'extraccié de gasos per evitar
exposicions als vapors de formaldehid. Varem dissoldre I'agarosa amb aigua esteril i un cop va
recuperar cert grau de femperatura li varem afegir el formaldehid i el MOPS.
El tampé per realitzar la separacié de les bandes de I'RNA sera MOPS 1X. Per tal
d'homogeneitzar tots els components, submergirem el gel en el tampé i farem passar 22V
durant 10 minuts pel gel i el tampd.
Les mostres de 'RNA es resuspendran en el tampé de mostra i com que en el nostre cas les
tenim liofilitzades podem igualar el volums (25 pl). Les concentraciona finals en la mostra

seran:
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Tampo de mostra:  50% Formamida 100%
6.4% Formaldehid 30%
1X MOPS 10X
1X Blue Juice 6X
1 pl de Bromur d'etidi (400 ng/ml)
Blue Juice 6X:50% Glicerol
ImM  EDTA pH8
0.4% Blau Bromofenol (ref a 500pb)
0.4% Xilen cianol (ref a 2Kb)
Previament a la cdrrega de les mostres, despres de resuspendre-les amb tampé mostra,
incubarem 10 minuts a 65°C. Posarem en gel , centrifugarem un pols i carregarem en els pouets
del gel desnaturalitzant.
Durant 20 minuts varem augmentar el voltatge de correguda a 80V per tal de que la mostra
entres en la xarxa d'agarosa des del pou. Despreés l'electroforesi es va realitzar a 80V durant
4 hores.
Els colorants del tampdé mostra ens senyalaran la situacié de 'RNA en el gel. Amb aquestes
referéncies es determina el final de l'electroforési segons ens convingui. En les ceél-lules
trobarem RNAs de tots els tamanys per tan una banda continua per tot el gel que s'intensifica
en dos punts , sobre 1800pb i al voltant d 4200pb, que corresponent als RNAs ribosomics,
sempre més abundants. Amb aquesta imatge es pot determinar si 'IRNA s'ha degradat i podem

tenir una mesura de la carrega de cada mostra.
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TRANSFERENCIA PER CAPIL-LARITAT

Abans de la transferéncia rentarem el gel amb aigua lliure dRNAses i incubarem durant una
hora amb 20X SSC. Aquest tampé el canviarem quatre vegades durant tota la incubacié. Els
rentats es van realitzar amb una agitacid suau.
Tampo 20X SSC: 3M  Nacl

0.3M  Trisodi Citrat dihidratat

Ajustem el pH7 amb HCl 6M.
La transferencia es realitza a una membrana de nailon ( Hybond N+ Amersham Pharmacia
Biotech). El sistema posara en contacte a traves d'un paper altament absorbent; una solucié
10X SSC amb el gel d'electroforési. La membrana de nailon estara amb 20X SSC com el gel i
ambdds en contacte directe sense interferéncies de bombolles d'aire. Per damunt de la
membrana afegirem gran quantitat de papers absorbents i un pes que realitzi una forga
constant i homogeénia per tota la superficie del gel i la membrana. Mantindrem el sistema a
T.A. durant 24 hores i si es necessari afegirem paper absorbent.
La membrana la rentarem amb 3XSSC un cop realitzada la transferéncia i fixarem les mostres

amb una exposicié de 1 minut i mig a la llum ultraviolada.

MARCATGE DE LA SONDA RADIOACTIVA

La sonda que es va utilitzar per identificar mMRNA del VEGF 165 va ser cDNA del VEGF-A de
ratoli cedida pel Dr. Pages des de |' Institut de Recherche-CNRS-UMR 6543-Université de
Nice,

(Nice, France). 50 ng de la sonda es va marcar amb (*3P) dCTP (Amersham Biosciences). El
marcatge de la sonda es va realitzar per “Random Priming' utilitzant el kit "Rediprime™ IT

d'Amersham Biosciences i 50 uCi de (a-32P) dCTP (3000 Ci/mol, 10 mCi/ml).
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HIBRIDACIO DE LA MEMBRANA AMB LA SONDA

La membrana es manté amb 2X SSC previament a una incubacié amb tampé de pre-hibridacié

de dues hores a 42°C.

Tampo pre-hibridaci6: 50% Formamida
1X SSPE 5X
1X Denhardt's 5X

200 pg/ml DNA d'esperma de salmé desnaturalitzat.

Tampo 5X Denhardt's: 0.1%  Polivinilpirrolidona (PVP)
0.1% Albdmina del sérum bovi. (BSA)
0.2% Ficoll
0.2% BSA
Tampé 5X SSPE: 10mm NaH2PO4 pH 7.4
150mM NaCl
ImM  EDTA

Després de la pre-hibridacié es realitza la hibridacié amb la sonda radioactiva. Aquesta
manipulacié cal realitzar-la en una zona radioactiva adient que disposi de sistemes d'hibridacié
adequats. En el nostre cas es va utilitzar un forn d'hibridacié amb la tapa de polycarbonat
acrilic per evitar I'exposicio a les radiacions (Amersham Biosciences). Aquest forn manté les
membranes en un tub de pyrex en constant moviment de rotacié. De manera que el tampé amb

la sonda pren contacte amb tota la superficie de la membrana.
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Tampo d” hibridacié: 50% Formamida
1X SSPE 5X
1X Denhardt's 5X
0.1% sDs
5% Dextran Sulfat

200 pg/ml DNA d'esperma de salmé desnaturalitzat
50 ng Sonda*P dCTP cDNA VEGF-A muri desnaturalitzada

L'hibridacié es va realitzar durant tota la nit a 42°C.
Despres de I'hibridacié les membranes van ser rentades amb 0.1X SSC + 0.1% SDS a 50°C

durant 50 minuts.

REVELAT I VALORACIO DE LES MOSTRES

La lectura de la radioactivitat es realitza a través de I'impressié que deixa aquest fenomen en
una pel-licula radiografica. Es va exposar la membrana hibridada amb la sonda del VEGF muri
durant 12h a -80°. El revelat de la pel-licula va determinar les bandes de VEGF muri .
Aquestes bandes van ser analitzades amb el programa informatic Phroretix per determinar el

seu valor densitometric.
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DIFERENCIES EN EL CREIXEMENT TUMORAL DELS
TRANSFECTANTS DE K-RAS

LATENCIA TUMORAL

Els transfectants NIH3T3 el varem inocular subcutaneament i intramuscularment en ratolins
atimics Swiss. Els fibroblastes NIH3T3 parentals, neo i WT no van formar mai tumors. En les
dues observacions es va veure que els tumors amb la mutacié CYS12 iniciaven el seu
creixement amb més rapidesa que els ASP13. Mentre els tumors CYS12 subcutanis podem
palpar-los i mesurar-los entre 8 i 10 dies després de l'incul , en el cas del tumors ASP13
comencem a tenir mesures 16 - 25 dies despres de l'indcul. Els tumors intramusculars els
comencem a palpar més tardanament, pero la diferencia entre el grup amb mutacié ASP13 i
CYS12 és de 7 dies. Per tan els tumors ASP13 tenen una major latencia en els inoculs

subcutanis i intramusculars de ratoli, respecte els tumors CYS12.
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E29/2000 E12/2001
@ AspP13
O cys12
% Nom. % Nom.
de de
tumors 100+ tumors
100+
80, _ 80+
60 601
40- 40-
20+ 201
O T T T T T < o,
1 7 12 16 21 24 29 36 39 43 1 4 8 16 23 30 38 40
Temps (dies) Temps (dies)
X dia de palpacié ASP13 =389 + 3.8 Zdia de palpacié ASP13 =24 +6.3
X dia de palpacié CYS12 = 24.4 + 7.65 X dia de palpacié CYS12 = 14.6 + 8.23
Mann-Whitney p < 0.001 Mann-Whitney p = 0.04

FIGURA : Laténcia tumoral subcutanea. Representacié del percentatge del nombre de
tumors subcutanis palpables (ordenades) en els dies consecutius a I'indcul (abscisses).
E29/2000 i E12/2001 es refereixen a dos experiments independents.
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% Nom
de 100- @ AsP13
tumors O cysi2
80+
60-
40+
20+
O,

1 29 36 43 56

Temps (dies)
X dia de palpacié ASP13 = 49.4+ 9.3
X dia de palpacié €YS12 = 375+ 5.8
Mann-Whitney p = 0.037

FIGURA : Laténcia tumoral intramuscular. En les ordenades representem el percentatge
del nombre de tumors palpables i en les abscisses els dies consecutius a l'inocul. A la
dreta les mitjanes i la desviacié estandard de les dades en cada grup.

CREIXEMENT TUMORAL

De forma paradoxal, els tumors subcutanis ASP13 arriben a un centimetre aproximadament
amb 10 dies menys que els fumors amb mutacié CYS12 en K-Ras.

Els tumors intramusculars no els varem poder mesurar al llarg del temps. L'exéresi es va
produir a partir de 40 dies després de l'inocul i el volum final del tfumor no divergeix entre els

grups. La mitjana dels dies necessaris des de que es palpa el tumor fins a l'exéresi és
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aproximadament de 7 dies amb un cas de creixement tarda a 30 dies i un de creixement

precog amb tres dies que es van excloure.

@ AsP13

E29/2000 E12/2001 W cys2

Temps Temps

50

50

z dies de creixement ASP13 =126 + 4.6
X dies de creixement CYS12 = 25.7 + 8.9 "X dies de creixement ASP13=19.4 + 85

Mann-Whitney p < 0.001 X dies de creixement CYS12 = 339+ 7
Mann-Whitney p = 0.003

FIGURA : Creixement tumoral. Representacié dels dies necessaris perqué cada
tumor arribi a créixer fins a un centimetre de didmetre. En l'eix de les ordenades
determinem els dies del creixement i cada barra és un tumor. En la part inferior
mostrem les mitjanes i les desviacions estandard de cada grup en cada experiment i
el resultat de l'andlisi estadistic. .
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Volum
(cm)

Varem voler coneixer amb més detall la cinetica del creixement tumoral. Es van calcular el
volum dels tumors subcutanis al llarg del temps tan individualment com les mitjanes de cada
punt temporal. Tot i la major heterogeneitat dels tumors ASP13, s'evidencia que els tumors
CYS12 augmentant el seu volum més lentament que els tumors ASP13. En les grafiques de les

mitjanes s'observa com després de la latencia la corba dels tumors ASP13 té una major

pendent.
TUMORS CYs12 160 TUMORS ASP13
Volum ’
1,40 - (cm®) 1,40 -
1,20 - : 1,20 -
1,00 - ; ;: o 1,00 -
0,80 - .5: : 0,80 -
0,60 - .5: ;e’ll f 0,60 -
0,40 - ' s 0,40 -
0,20 - 0,20 -
0,00 N 0,00 A
0 20 40 60 0 20 40 60
Temps (dies) Temps (dies)

GRAFIC : Corba de creixement tumoral individual. Representacié dels volums tumorals
individualment (Eix d'ordenades en cm®) al llarg del temps (Eix de les abscisses en dies).
Totes les dades d'aquestes grafiques contenen els tumors dels dos experiments realitzats.
Cada linea individual representa I'evolucié d'un fumor inoculat.
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Volum
(cm®)

E29/2000
LATENCIA CREIXEMENT
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E12/2001
LATENCIA CREIXEMENT
24 +6.3 194+85
<— ______ [ —
146 + 8.23 339+7
’ ‘ i .
~
’
'
|I ---------- ASP—13
. Cys-12
20 40 60
Temps

FIGURA : Corba de creixement tumoral. Es representen les mitjanes dels volums subcutanis en cada
tipus de mutacié i en cada experiment. Les barres verticals indiquen I'error estandard. En la part
superior hi ha les mitjanes i les desviacions estdndard de cada grup en cada experiment dels dies
necessaris per comengar a ser palpats (Latencia) i per arribar a un centimetre (Creixement).
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Els tumors ASP13 requereixen de més temps de laténcia que els CYS12 per iniciar el
creixement de l'inocul, pero el seu creixement és més rapid. En el grup de tumors ASP13
detectem més heterogeneitat que en el grup amb mutaci6 CYS12. L'experiment ha estat
realitzat per duplicat en dos experiments independents.

DIFERENCIES EN EL FENOTIP VASCULAR

ANALISI DE LA DENSITAT VASCULAR

Per tal de determinar si aquestes diferéncies en el creixement tumoral estaven associades a
diferéncies en les xarxes vasculars tumorals, varem realitzar un estudi de la densitat
vascular. Es va tenyir amb la lectina del tomaquet els casos parafinats dels tumors
subcutanis E29/2000 per tal de comptar els vasos sanguinis dels fumors i determinar la
densitat vascular microscopica (MVD). Varem poder comptar el hombre de vasos en la pell
normal i en els tumors CYS12 on la densitat va ser major. Va ser impossible diferenciar
estructures vasculars en el casos ASP-13 degut a la gran quantitat de cellules

hematopoiétiques i/o del sistema immunoldgic que es van tenyir.
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MOSTRA n | MITJANA : DE

Pell hormal 7 |1015+24
ASP13 8 |N.V.
Ccysi12 7 (223+43

FIGURA : Marcatge amb lectina biotinilada. A/ La taula ens determina els valors mitjos i la
desviacié estandard del nombre de vasos comptats en cinc camps de cada mostra. "n" és el
nombre de tumors. "N.V." no valorable. B/ Pell normal de ratoli tenyida amb lectina. (40X)
L'utilitzem com a referencia de la qualitat de la técnica i del nombre de vasos del teixit sense
tumor. Les fotografies C i D sén un exemple de cada grup tenyit a 40X. Cap dels tumors amb
mutacié ASP13 (C) va ser valorable per la confusié que donaven les cellules no endotelials que
es van tenvir.

114



resultats

Per poder valorar la densitat vascular microscopica en ambdds transfectants varem utilitzar
el marcatge de PECAM . El reconeixement d'aquesta proteina especifica de la cél-lula
endotelial en ratolins, ens va permetre comptar els vasos. La técnica es va realitzar sobre els
talls congelats de I'experiment E12/2001 perqué l'anticés ho reconeix la proteina fixada en

formol. La pell normal s'ha utilitzat com a control.

MOSTRA n MITJANA + DE

Pell normal 6 19.69 + 2.94

Tumors ASP13 |8 26.95 + 12.45

Tumors CYS12 (10 (39.2+ 9.79

FIGURA: Marcatge de

PECAM. A/ Els resultats Fow T
de la taula es van comptar v
amb les tincions
d'immunohistoquimica,. Les
mitjanes son el resultat
de comptar cinc camps en
cada mostra

w_n w_n

n". Les"p

corresponen a l'andlisi de . _ P‘.ELL
Mann-Whitney. B/ Imatge ok -+ NORMAL
de la tincié en pell normal

a 40X.
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n

FIGURA: Marcatge de PECAM. C/ Exemple dels marcatges ASP13 a 40X. D/ Exemples
dels marcatges en els tumors CYS12.

Els tumors amb mutacié en el codé 12 de K-Ras (CYS12) tenen més densitat de vasos sanguinis
que els tfumors amb la mutacié en el codé 13 (ASP13). Observant els marcatges es va fer
evident que també hi havia una gran diferéncia de diametre vascular que determinava la
densitat en cada un dels tipus tumorals. Per tal de quantificar aquesta observacié, varem
mesurar el diametre maxim de tots els vasos amb llum vascular en alguns tumors de cada grup.
Com és esperable les mesures son molt heterogénies pero les diferéncies sén significatives.

Els fumors ASP13 tenen vasos de mitjana cinc vegades superior als CYS12.

116



resultats

Nom | Nom.
Nom.
de de Mediana | Mitjana + ES
MOSTRA | de tumors
camps | vasos
ASP 13 5 24 39 57.38 96.4+129
cYys 12 4 25 41 2444 19.3+28

T-ASP13

p < 0.0001

FIGURA: Mesura dels diametres. A/En la taula es reflexa el nombre de tfumors subcutanis
diferents utilitzats en cada grup, quants camps es van utilitzar per extreure valors de diametres i
finalment quants vasos tenim mesurats. La mediana de la série i la mitjana reflexen les diferencies
entre els grups. La "p" esta calculada amb un andlisi de Mann-Whitney. Es va comptar els didmetres
en les imatges del marcatge amb PECAM fluorescent. B/ Dos exemples de tumors diferents ASP13
a 40X. C/ Exemples dels tumors CYS12 amb el PECAM marcat de color vermell. En cada exemple hi
ha la mesura d'un dels diametres amb llum vascular visible.
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ANALIST DE LA PROLIFERACIO ENDOTELIAL I TUMORAL IN VIVO.

La valoracié de la proliferacié endotelial s'ha realitzat amb un doble marcatge PECAM/Ki67
muri en els teixits tumorals subcutanis. De cada tumor hem comptat un minim de cinc camps
de 10 x 63 augments. Només s'ha considerat nuclis endotelials aquells que tenien una
morfologia tipica d'aquestes ceéllules i estaven envoltats de marcatge citoplasmdtic de
PECAM. El Ki67 en les cél-lules tumorals no és diferent segons el tipus de tumor. Tots els
tumors entren dins d'un rang del 20-30 % de cél-lules tfumorals positives. En els tumors amb
mutacio ASP13 hem comptabilitzat 402 cél-lules de les quals un 19.9% eren KI67 positives.
En el cas dels fumors amb mutacié CYS12 hem comptat 568 nuclis i el 16.46% eren positius
per KI67. Tampoc no observem diferéncies de la proliferacio endotelial entre els dos tipus de

tumors.

TAULA: PERCENTATGES DE CEL-LULES KI67 POSITIVES.

Nom.
q Mitjana + DE | Mitjana + DE
e
MOSTRA Endotelials Tumorals
tumors
ASP 13 5 199+94 26.8+95
CcYys 12 5 16.5+9.9 245+75

118



resultats

T-CcYs12 | T-AsP13 > e PELL NORMAL

FIGURA: Doble immunofluorescéncia de KI67 i PECAM. El marcatge amb PECAM ha
estat revelat amb fluorocrom vermell ( 546 nm) i el Ki67 amb fluorocrom verd ( 488nm).
El color blau és el contrast nuclear que hem utilitzat. A/Exemple del marcatge en un
tumor amb mutacié CYS12. La fotografia superior ampliacié d'una endotelial KI67+. B/
Exemple del marcatge en un tumor ASP13. C/ Exemple d'un marcatge en pell normal de
ratoli. La capa basal de I'epidermis té cel-lules en proliferacié Ki67 positives.
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ANALISI DE LES CEL-LULES MURALS.

L'estudi del fenotip vascular es va ampliar per determinar I'estructura de les parets dels vasos
que formen aquestes xarxes vasculars tan diferents. Es va determinar la preséncia de
mondcits o macrofags, cel-lules amb o-actina del muscul llis i cél-lules amb desmina al voltant
dels endotelis.

Com que morfoldgicament les cel-lules que es tenyien amb la Lectina en els tfumors ASP13
semblen mondcits/macrofags, vam comengar realitzant un marcatge especific per aquestes
cel-lules (F4/80) per tal de confirmar el tipus cel-lular. Mentre els grans vasos dels tumors
ASP13 estan envoltats per macrdfags, els dels fumors amb mutacié CYS12 no tenen aquests

tipus de cel'lules.
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FIGURA: Marcatge especific per monocits/macrofags amb
F4/80. Les fotografies (40X) de la dreta sén un exemple dels dos
tipus de marcatge que hem observat en els tumors subcutanis. Un
elevat nombre de cél-lules tenyides acompanyen els tumors ASP13
i no hem trobat quasi marcatge en els tumors CYS12.
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Les ceélllules amb actina de la musculatura llisa poden ser una part del vas sanguini. Els
marcatges fluorescents amb un anticos anti a-SMA ens assenyalen aquelles cél-lules que tenen
les fibres d'aquesta actina , per tant podem marcar cél-lules musculars, pericits, fibroblastes i
algunes cellules poc diferenciades. La majoria dels vasos dels tumors subcutanis dels clons
NIH3T3 transfectats no estan recoberts per cel-lules que tinguin aquesta proteina. Només
una minoria de vasos amb diametre mitjd esta envoltat per céllules a-SMA positives. No
observem una localitzacié diferencial d'aquests vasos en cap dels dos tipus tumorals. Com a
control de la teécnica utilitzada hem marcat simultaniament altres teixits de ratoli on s'ha
pogut veure el marcatge correcte. La segona proteina amb la que hem treballat per
determinar les diferents cel-lules que poden acompanyar I'endoteli vascular és la desmina.
Aquesta és una proteina del citoesquelet cel-lular relacionada amb les unions intercel-lulars
que es localitza en cél-lules de la musculatura llisa, estriada o cardiaca, alguns fibroblast,
pericits i altres cellules poc diferenciades. Hem realitzat un marcatge doble fluorescent
PECAM (vermell) / desmina (verd). Algunes de les cel-lules tumorals expressen desmina.
Malgrat aixo la morfologia de les cél-lules al voltant dels vasos és molt diferent; les cel-lules
tumoral tenen els nuclis molt més grossos i no tenen prolongacions al voltant de les endotelials.
La quantificacié de la desmina associada a PECAM es va realitzar amb el sofware Leica del
microscopi confocal. Mesurem les intensitats dels fluorocroms en leix de 265.17 pm i
calculem els pics on col-localitzen els dos marcatges. El nombre de pics que col-localitzen
(PECAM / Desmina) és inferior en els tumors CYS12 ( 29.95% + 9.21) que en els tumors
ASP13 (84.316 %.+ 3.8).
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Pancreas

T-CYS12

FIGURA: Marcatge de I'a-SMA. En totes les fotografies el marcatge vermell (546nm) és la proteina
endotelial PECAM i el verd (488nm) és l'actina de la musculatura llisa. A/ Exemples del marcatge en dos
tumors subcutanis amb mutacié ASP13. En la imatge de I'esquerra hi ha un vas envoltat amb cél-lules que
tenen a-SMA. B/ Ambdues imatges de tumors amb mutacié CYS12. Hi ha alguns vasos envoltats amb
cel-lules amb actina a la imatge de I'esquerra. €/ Teixit pancreatic normal d'un ratoli RIP-TAG. S'observa
que té vasos amb cél-lules murals que expressen aquest tipus d'actina. D/ Ronyé normal d'un ratoli atimic
Swiss. Podem observar que els vasos fenestrats dels gloméruls renals no tenen embolcall d'actina, mentre
els vasos aferents i deferents al glomérul estan recoberts de cél-lules que expressen aquesta proteina,
bdsicament per garantir la seva funcié del control del flux sanguini.
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FIGURA : Doble inmunofluorescéncia PECAM - DESMINA. A i B / Fotografies ampliades
del doble marcatge desmina PECAM en tumors subcutanis.
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FIGURA : Doble immunofluorescéncia PECAM -
DESMINA. C / Imatge (400x) dun tumor
representatiu del grup ASP13 i 'histograma de
les intensitats en la ratlla central del camp. D /
Imatge (400x) i histograma representatius del
grup CYS12. El color verd correspon a la desmina
i el vermell al PECAM en totes les ocasions. Hem
numerat els pics de PECAM i els encerclat
correponen a aquells que no col-localitzen amb la
desmina. Les ratlles horitzontals en les
intensitats 5 i 10 assenyalen el limit del que hem
considerat inespecific i per tan no valorables. E /
Representacié del percentatge de pics que
col-localitzen per cada grup de tumors. Cada
barra és un grup de tumors i en leix de les
ordenades hi ha el valor dels percentatges. Les
barres d'error son les desviacions estdndard.
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Els tumors subcutanis amb mutaci6 ASP13 desenvolupen menys densitat de vasos que els
tumors amb mutacié CYS12 pero son vasos amb més diametre i acompanyats amb major
nombre de cél-lules que expressen desmina i macréfags/mondcits. En cap dels dos tipus
de tumors hi ha moltes cél-lules amb actina de la musculatura llisa acompanyant els nous
vasos sanguinis. L'expressio de Ki67 en les cél-lules tumorals i endotelials és amb la

mateixa proporcié en els dos grups de tumors.

ESTUDI DE L'EXPRESSIO DE FACTORS ANGIOGENICS

AUGMENT DIFERENCIAL DE L'EXPRESSIO DEL VEGF

Les diferéncies morfoldgiques que hem descrit entre aquests tipus tumorals estan
determinades les variacions en les regulacions de la balanga angiogénica. Per comprovar en quin
grau és certa aquesta hipotesi, varem realitzar I'estudi de I'expressié del VEGF com a principal
factor pro-angiogénic i clarament regulat per K-Ras. Aquest factor augmenta la seva
expressio en els dos clons transfectats amb el gen K-Ras mutat respecte els fibroblast de
ratoli NIH3T3. Les céllules amb mutacié K-Ras ASP13 /n vitro i in vivo en comparacié amb
les de mutacié CYS12 tenen un major augment de VEGF tant a nivell dRNA com de proteina.
La determinacié de I'expressié es va realitzar en diferents tecniques. ( Western Blot, Elisa,

IHQ i Northern Blot).
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VEGF-A

r RNA
(Bromur d'etidi)

In vitro In vivo
NIH3T3 ASP13 c(cYysiz2 T-ASP13 T-CYysi12
-
—— " R . - - — = E g VEGF

FIGURA: Determinacions del VEGF. A /
Western Blot de VEGF dels transfectans i els
fibroblast parentals. B/ Western blot de
tres tumors /n vivo representatius de cada
tipus de mutacié. Conservant el patré general
de major augment en els ASP13 les series de
tumors sén heterogeénies. El Western blot de
I'actina sobre la mateixa membrana on es va
detectar el VEGF s'utilitza com a referéncia
de la carrega proteica. €/ Northern VEGF
amb RNA total del transfectants en cultiu. La
sonda que es va utilitzar assenyalava VEGF-A.
En la fotografia inferior s'observa la tincié
del bromur d'etidi que utilitzem com a
referéncia per la carrega .

126



resultats

Les immunohistoquimiques sobre tumors / vivo parafinats remarca I'augment d'expressié en

el cas dels ASP13 perd també assenyalen que part de la produccié que observem en el

Western Blot la podem atribuir a cél-lules no tumorals com el macrofags. També podem

observant la heterogeneitat dels tumors, peré mantenen les diferencies entre els grups.

TUMORS | Resultats
E29/2000 |IHQ.
D-K13-11 |-
E-K13-11 |-
D-K13-12 | ++
E-K13-12 |++
D-K13-13 | ++
E-K13-13 | ++
D-K13-14 |+
E-K13-14 |+
D-K13-15 |+
E-K13-15 | ++
D-K12-16 |+
E-K12-16 |+
D-K12-17 |-
E-K12-17 |-
D-K12-18 |+
D-K12-19 |+
E-K12-19 |++
D-K12-20 |+
E-K12-20 |-
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FIGURA: Marcatge anti-VEGF. Aquesta técnica d'immunohistoquimica es va
realitzar en els casos de l'inocul E29/2000 parafinats. La valoracié d'aquest
marcatge s'ha realitzat per % de cellules tumorals tenyides. ++ > 60% de
cellules positives , + entre un 20-60% de cél-lules positives i - < 20% de
cellules positives. Les dues fotografies en el microscopi a 40X, sén un
exemple representatiu de la série de tumors. Les cél-lules dels fumors ASP13
a l'esquerra expressen més VEGF.
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Amb una valoracié per ELISA de llisats dels fumors subcutanis varem acabar de confirmar
que es mantenia I'heterogenitat dins dels grups de tumors pero que les diferéncies
continuaven essent paleses. Els tumors amb mutacié ASP13 espressen més quantitat de VEGF
que els que tenen mutacié CYS12. Per determinar la quantitat de VEGF secretat per les
cel-lules tumorals es van analitzar els medis dels cultius cel-lular en un 80% de confluéncia per
ELISA. In vitroels transfectants ASP13 secreten cinc vegades més VEGF que els CYS12. Els

resultats determinen que els tumors amb ASP13 tenen més secrecié de VEGF que els CYS12.

In vivo In vitro
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[=2]
T-ASP13 T-CYS12 e
X +SE=12544221 X +SE=566¢+138
p = 0.022

FIGURA: ELISA VEGF. A/ L'histograma és el resultat de I'andlisi de 22.5 ug del llisat total dels
tumors subcutanis. Les barres corresponen als valors individuals de cada tumor B/ L'histograma
representa els resultats de 'ELISA en els medis condicionants cel-lulars. L'eix de les ordenades marca
els pg de VEGF per ml de medi de cultiu cel-lular. Cada barra representa un tipus cel-lular. Les
diferéncies sén evidents.
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ANALISI DE L'EXPRESSIO I L'ACTIVITAT VEGFR2 IN VITRO.

Aquest augment d'expressio de VEGF per part de les cél-lules /n vitro i in vivo podria tenir un

pes important en el creixement tumoral si existis un efecte autocri. Per tant es va analitzar

per Western Blot I'expressié de VEGFR2 en pellets dels transfectants. També es va mesura la

possible activacié de les vies ERKs i Akt en les cél-lules estimulades amb VEGF. Ambdés clons

son VEGFR2 negatius per Western Blot i no s'activa cap de les dues vies després de

I'estimulacié per VEGF in vitro. L'experiment s'ha realitzat paral-lelament amb les cél-lules

HUVEC com a control.

CcYysi12 ASP13

HUVEC

-

-
B p—_

B
cysi12 ASP13 HUVEC
B VEGF FSB B VEGF FSB B VEGF
+ + + + +
— — P-Akt (55 KDa)
’ P-ERK 1 (44 KDa)

P-ERK 2( 42 KDa)

Tubulina
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VEGFR2 (185 KDa)

Tubulina (55KDa)

FIGURA: VEGFR2 A/
Western Blot dels llisats
proteics dels diferents
transfectants amb les
mutacions de K-Ras. Cada
mutacié estd representada
per tres mostres
independets de pases
diferents. Les cel-lules
HUVEC sén el control positiu
de l'expressié i el marcatge
de la Tubulina assenyala la
cdrrega. B/ Western Blot de
Akt, ERK 1i ERK2
fosforil-lats. Els extractes
proteics sén els dels
transfectants després de
ser estimulats 10 minuts
amb VEGF (VEGF+) o amb
sérum (FBS+) o bé
crescudes sense serum,
estat basal (B). La deteccié
en les cél-lules HUVEC és el
control de I'experiment i el
marcatge amb tubulina ens
assenyala la cdrrega.
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ESTABILITAT DE LA TROMBOSPONDINA -1

Dins de la balanga angiogenica hem considerat que la Trombospondina podria tenir una funcié
rellevant per determinar les diferéncies del fenotip angiogénic que hem observat /n vivo. Per
analitzar I'expressié d'aquesta proteina angiogénica s'ha realitzat un Western Blot en els
llisats dels tumors subcutanis o en els pellets cel-lulars dels cultius al 80%. EI Western Blot
ens dona molt poca senyal de la TSP-1 en aquest sistema. In vitro les mutacions en el gen K-
Ras disminueixen I'expressié de TSP-1 perd no queda demostrat una regulacié diferencial
segons el tipus de mutacid. In vivo la deteccié de TSP-1 és pot considera anecdotica. Podriem

interpretar que la seva abséncia decanta la balanga cap a la nheovasculacid.

In vitro In vivo

T-ASP13 T-CYys12
NIH3T3 ASP13 CYS12 sesesesescscssssssssssssssssass,

TROMBOSPONDINA -1

Actina (46 KDa)

FIGURA: Western blot de la Trombospondina - 1. A/ Western blot de les cél-lules transfectades
amb diferents mutacions del gen K-Ras. El primer marcatge és amb l'anticds anti trombospondina i el
segon amb l'actina que I'utilitzem com a control de la cdrrega proteica. B/ Western blot de vuit tumors
amb mutacié ASP13 i cinc amb CYS12 com exemple de la série de tumors subcutanis. Les cdrregues de
proteina no estan igualades i I'electroforési ens ha desplagat diferencialment les mostres. El control de
I'actina ens déna la informacié per contrarestar aquestes diferéncies.
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ESTUDI DE LES ANGIOPOIETINES.

L'expressié de l'angiopoietina 1 es va analitzar in vivo i in vitro mitjangant Western Blot.
L'anticds utilitzat reconeix un precursor de l'angiopoietina 4 i 'angiopoietina 1 que es localitzen
en el mateix tamany proteic. Considerem aquests resultats com una primera aproximacié a
unes molecules dificils de detectar. L'angiopoietina 1 sembla augmentada en els clons amb
mutacié CYS12 perd la referéncia de carrega de l'actina practicament iguala el clon CYS12 al

ASP13. Els tumors subcutanis mostren alta variabilitat que impedeix extreure conclusions.

In vitro In vivo

NIH3T3 ASP13 CYysi2 T-ASP13 T-Cysi2

ANGIOPOIETINA 1/4
(94 KDa)

| Actina (46 KDa)

FIGURA: Western Blot de les angiopoietines. A/ Western blot dels pellets cel-lulars amb un marcatge de
I'angiopoietina 1i el precursor de la 4 i en la imatge inferior el control de l'actina. B/ Western blot de vuit
tumors subcutanis amb mutacié ASP13 i cinc tumors amb CYS12 representatiu de la série de tumors
subcutanis. La banda de 94 KDa és I'angiopoietina 1 junt amb el precursor de I'angiopoietina 4. A la part
inferior del a membrana és va unir I'anticés anti-actina per tenir la referencia de la carrega proteica i
I'electroforesi.
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El factor pro-angiogénic VEGF esta regulat diferencialment; els tumors amb mutacié en
el codé 13 del gen K-Ras augmenten la seva expressio respecte dels que tenen mutacioé
Cys en el codo 12.Aquesta diferencia s'observa /in vivo i in vitro malgrat in vivo les
cél-lules ASP13 estan acompanyades per molts macrofgs/ mondcits que també produeixen
molt VEGF. Per Western Blot no hem detectat expressi6 de VEGFR2 en els
transfectants /n vitro ni tampoc activaci6 de les vies d'ERKs o Akt en front
I'estimul - lacié6 de VEGF. L'expressié de la trombospondia-1 tendeix a augmentar en els
transfectants CYS12 /n vitro pero no hem demostrat diferéncies /n vivo. Les primeres
proves de deteccio de l'angiopoietina 1 no indiquen diferéncies /i vitro i una alta

heterogeneitat entre els tumor /n vivo.

DEGRADACIO DE LA MATRIU EXTRACEL-LULAR.

LES MMPs MES RELACIONADES AMB L'ANGIOGENESI: MMP2 , MMPO i
MMP14

Les metaloproteinases engloben el grup dels pocs enzims coneguts capagos de degradar la
majoria de les proteines que componen la matriu extracel-lular. Degut que en el procés de
neovascularitzacié aquestes proteines juguen un paper important, vdarem voler analitzar si
podrien estar implicades en definir les diferéncies angiogéniques que observem en els tumors

produits per NIH3T3 amb diferents mutacions en el gen K-Ras.
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L'expressio de la MMP2 i la MMP9 es va analitzar per zimografia de gelatina. In vitro no hem
detectat mai MMP9 en els fransfectant mentre que /n vivo es poden observar les dues
metaloproteinases. Les cel-lules amb mutacions en el gen K-Ras expressen més MMP2 que les
NIH3T3 parentals. En el clon i els tumors amb CYS12 detectem més MMP2 que en el cas de la
mutacié ASP13. Perd aquest grup de tumors ASP13 expressa més MMP9 /n vivo. Representem
en histogrames els valors mitjos de les tres repeticions en cada experiment /n vitro. En el cas
dels tumors subcutanis I'histograma representa les mitges de les densitats dptiques de les

bandes en els 10 tumors de cada grup.

In vitro

NIH3T3 ASP13 Cvsi2

<«—— PRO-MMP2 (72 KDa)
<«—— MMP2i (70KDa)
<—— MMP2a (65 KDa)

FIGURA: Zimograma de
gelatina. A/ Zimograma dels
llisats cellulars. Els tamany
de les degradacions de
gelatina determinen cada tipus
de MMP. Aquest zimograma es
va repetir tres vegades amb
lisats cel-lulars de diferents
passes i mai es va detectar
MMP9. B/ Zimograma exemple
dels rgsul‘rcn‘s obtinguts en Control T-ASP13 T_cysi2
cada tipus tumoral. Pels seu
tamany podem diferenciar el
tipus i I'estat d'activacié de
cada MMP. El control és
comercial i determina que la
tecnica ha funcionat i els
tamanys de les activitats que
observem corresponen.

In vivo

MMP9i (92 KDa)
H
<— MMP9a (85KDa)

<— PRO-MMP2 (72 KDa)
g\ MMP2i (70KDa)
\\ MMP2i (68KDa)
MMP2a (65 KDa)
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In vitro el clon CYS12 expressa més MMP2 i acumula més MMP2 activa que no pas el clon
ASP13. Es més elevada la diferéncia de la MMP2 activa entre els dos clons que no pas la MMP2
total. In vivo els tumors CYS12 expressen més MMP2. Els CYS12 tenen el 47% de la MMP2
detectada activa mentre que en el cas del grup ASP13 només el 26% de la MMP2 detectada és
activa (p<0.01). Els tumors amb mutacié en el codé 13 acumulen més MMP2 intermitja (62%). El

Western Blot acaba de confirmar els resultats obtinguts per zimografia.

In vitro
600 -
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M latent @ intermitja [l activa

FIGURA: MMP2 /n vitro. A/ Correspon a les valoracions dels pellets cellulars. Aquests resultats es
realitzen amb les mitjanes de tres experiments realitzats. Els percentatges els realitzem sobre el total
detectat de cada tipus cel-lular.
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In vivo
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FIGURA: MMP2 /in vivo. B/ Representacié de les mitjanes de les densitats optiques en els tumors. Els % sdn
respecte a les lectures fotals de l'activitat detectada. La fase intermitja representa la suma de bandes de 70 i
68 KDa. C/ Western Blot de dos tumors exemple de cada grup i D/ I'andlisi densitometric és el resultat de les
mitjanes de tota la série de tumors. El control ens assenyala les bandes de 65 i 70 KDa. Els CYS12 tenen la
banda de 65 KDa augmentada i els ASP13 tenen més MMP2 de 70KDa.
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Tal com hem dit abans la MMP9 no I'hem detectada mai /1 vitro. Per contra, en els zimogrames
dels fumors subcutanis, hem detectat MMP9 inactiva i activa que corresponen a les bandes de
92 i 85 KDa respectivament. Els tfumors amb mutacio ASP13 expressen més MMP9 que els
CYS12 (p < 0.01). La proporcié d'activacié de I'enzim es realitza amb la mateixa eficiencia en
els dos tipus de tumors. L'andlisi de I'enzim MMP9 s’ha completat amb un Western Blot que

confirma que els tumors ASP13 expressen més MMP9.

FIGURA: MMP9 in vivo.A/ Histograma de 200 10%
les mitjanes densitométriques en les 150 - °
bandes dels tumors subcutanis detectades
per zimografia de gelatina. Els 100 - 90%
percentatges es realitzen respecte a les
lectures totals de l'activitat detectada. B/ 50 10%
Western Blot de dos exemples dels tumors iﬂ%‘.
subcutanis C/ Histograma de I'andlisi de Y I
totes les bandes dels tumors subcutanis. El ASP13 cysi2
control comercial ens assenyala la banda de
66 KDa.
M latent [Jactiva
O 95KDa @ 66 KbDa
15 Control ASP13 cysi2
N
E 10
x : e MMP9 (95 KDa)
= 5 ——— e—
= i MMP9 (66KDa)
O T T 1

T-ASP13 T-CYS12
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La MMP14 és la tercera MMP més relacionada fins a l'actualitat amb I'angiogénesi. S'ha
descrit moltes relacions amb les altres dues MMPs ja que és activada per la MMP9 i activa la
MMP2. L'estudi de la MMP14 es va realitzar per Western Blot. Els resultats assenyalen que els
clons transfectats expressen més MMP14 que els fibroblast i entre els dos clons amb mutacié
diferencial de K-Ras en ASP13 se li detecta un lleu augment de I'expressié. Les diferéncies
entre les dues mutacions sén majors en l'andlisi /n vivo. La mitjana dels valors dels tumors

subcutanis ASP13 és el doble que la dels tumors CYS12.

In vitro In vivo

NIH3T3 ASP13 cCysi2 T-ASP13 T-cvysiz2

S - MMP14 (65 KDC()
St —— LS| S | MP14 (55 KDa)

FIGURA: MMP14_A/ Western Blot dels transfectants /in vitro. Es van repetir
tres vegades i els andlisi de les bandes estan representats en els histogrames C
i D en la pagina segiient. B/ Representacié d'un dels Western Blot en els tfumors
subcutanis.
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In vitro

LLISAT CEL.LULAR (66 KDa) LLISAT CEL.LULAR (55 KDa)

int X mm2
int x mm2
(o)}
_|

o N b~ O
|

NIH3T3 ASP13 cys12 NIH3T3 ASP13 cys12

In vivo

FIGURA: MMP14. Histogrames

reprensentatius dels valors de densitats dels

Westerns Blot. Cada histograma correspon a 20 1

una banda detectada. E/Les mitjanes de les 15

intensitats en tots els tumors analitzats .

Aquest andlisi s’ha realitzat de la banda a 55 10 1

. ]
0 T 1

T-ASP13 T-CcYys12

int x mm2
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EXPRESSIO DIFERENCIAL DE MMP7

La MMP7 és una matriulisina activada per MMP3 i plasmina, capag d'activar MMP9. Esta
associada en moltes ocasions a la presencia de macrofags i es va considerar interessant
analitzar-la amb un zimograma de caseina i un altre de transferrina. Només es va veure
activitat d'aquest enzim en els fumors ASP13. No va ser detectada ni en els cultius iz vitro ni

en els tumors CYSI12.

T-ASP13 T-CYS12

FIGURA: Zimograma de transferrina.
A/ En la fotografia s'observa un
exemple representatiu de cada un dels
grups de tumors. B/ Andlisi
corresponent a tots els tumors
subcutanis. (p < 0.01)

MMP7i (28 KDa)
MMP7a (19 KDa)

400 - N
300 -
200 -
100 -

Int X mm

T- ASP13 T-CYs12
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REGULACIO EN L'EXPRESSIO DEL TIMP-2

El TIMP-2 com a molecula vinculada a l'activacié de les MMPs i a altres funcions
angiogeniques es va considerar oportd analitzar-ne l'expressié. En els cultius cel-lulars els
transfectans CYS12 expressen més TIMP-2 pero /n vivo els tumors amb mutacié ASP13 tenen
més quantitat d'aquests regulador. Els resultats dels Westerns Blot ens indicaven que els

tumors dels fibroblast ASP13 augmentaven la seva expressid.

In vitro In vivo

NIH3T3 ASP13 c(¢CYysi2 T-ASP13 T- cysiz2

e & T TIMP-2 (23 KDa)

FIGURA: TIMP-2. A/ La fotografia de

25 ~ I'esquerra sén els resultats dels llisats
20 - cel-lulars. La lectura de les densitats
) L d'aquests Western Blot realitzat tres
5 15 1 vegades es representa en I'histograma C. C/
£ 10 1 Imatge exemple dels Western Blot en els
- 5 - - tumors subcutanis. En l'andlisi de les mitjanes
en tots els tumor subcutanis les diferéncies
O — T T 1

entre els dos grups de tumors sén
NIH3T3  ASP13 cys12 significatives.
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Els clons amb mutaci6 ASP13 expressen menys MMP2 i TIMP-2 /n vitro que els clons
CYS12, mentre que el tumor que produeixen /n vivo generen més MMP9 i MMP7 i un
augment del TIMP-2. La MMP14 esta sobreexpressada en els clons ASP13 /n vitro i in
vivo.

Els fibroblasts amb la mutacié6 CYS12 en el gen K-Ras produeixen més MMP2 en tots els

sistemes estudiats.

ESTUDI EN ELS CARCINOMES DE COLON I RECTE.

ANALISI DE L'EXPRESSIO DE LES MMPs SEGONS LA MUTACIO EN K-
RAS.

En el nostre centre entre I'any 1996 a 1998 es va engegar un estudi cas-control per aprofundir
en el coneixement de les bases moleculars del cancer colorectal. Els casos van esdevenir una
cohort que ha estat seguida prospectivament. En primer lloc d'aquesta série es van escollir un
petit grup de tumors amb diferent genotip K-Ras (9-10 tumors per grup) per tal de conéixer la
relacié entre l'activitat de MMPs i I'estat de K-Ras en tumors humans. El més destacable
d'aquests resultats preliminars seria que els tfumors amb mutacié en el codé 12 (Sigui aspartic
12 o cisteina 12) tenen menys MMP9 activa que els no mutats o mutats en el codé 13 del gen K-
Ras. Els nivells de proMMP9 o MMP9 intermitja sén més homogenis en tots els tipus de tumors
analitzats. Els nivells de MMP2 en els carcinomes CYS12 sdn menors pero no s'observen

diferéncies significatives entre els tres grups.
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B 500
400+
300+

int X mm?
200+
100+

O,

A

cysiz WT ASP13 AsPlz

<— proMMP9 (130KDa)
< MMP9i (92 KDa)
<— MMP9a (85KDa)

8

‘;\ MMP2i (68KDa)
MMP2a (65KDa)

M pro MMP9
@ MMPIi
0O MMP9a

wt ASP12 Ccysi2 ASP13

FIGURA: MMP9 en carcinomes de colon i recte. A/ Zimograma de gelatina amb dos
exemples representatius de cada tipus de mutacié. WT tumors sense mutacié en el gen K-
Ras, ASP13 , ASP12 i CYS12 corresponent a les mutacions de cada grup en el gen K-Ras. B/
Histograma de les intensitats mitges de MMP9 detectades en cada grup de tumors i
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ANALISI DE LES RELACIONS ENTRE EL FENOTIP VASCULAR I LES
MUTACIONS EN EL GEN K-RAS.

Per tal de coneixer si I'observat al model muri era extrapolable als tumors humans van ampliar
la serie de tumors analitzats per zimografia a 95 casos en els quals es va estudiar la densitat
vascular i la expressié de molecules angiogéniques i la seva relacié amb mutacions en el gen K-
Ras i amb la supervivéncia. En aquesta série el percentatge de tumors K-Ras positiu era del
34.7% (9 VAL12,7 ASP12, 6 ASP13,5 CYS12, 1 SER12).

Andlisi de la densitat vascular.

Hem processat talls parafinats de 3 micres de les mostres tumorals i normals i hem analitzat
la densitat de vasos sanguinis en el teixit tumoral i normal del mateix pacient, després del
marcatge per immunohistoquimica del CD31. A més del teixit tumoral també hem valorat 48
teixits normals.

Les mitjanes del nombre de vasos per camp ho assenyalen diferéncies en la MVD
(MicroVascular Density) entre els tumors amb mutacié o sense, hi entre les mutacions
puntuals de K-Ras. Existeixen diferéncies significatives entre el teixit normal i el tumoral. La
mitjana de MVD en el colon normal és de 14.72 + 3.4 vasos. EL 90% dels teixits normals tenen
menys de 20 vasos per camp de 400X. Els teixits tumorals sén més variables, amb una mitjana
de 23.16 + 7.97 perd només el 35% tenen menys de 20 vasos en un camp de 400X. (test
Wilcoxon, p< 0.001).

Per analitzar el nombre de vasos tumorals hem escollit com a mesura de tall tenir menys de 20
vasos ja que hem considerat que aquesta mesura de tall seria el més semblant al teixit normal.
Observem una relacié inversa del nombre de vasos i la mutacio en el gen K-Ras. El 71.7% dels
tumors sense mutacié en K-Ras tenen més de 20 vasos sanguinis per camp mentre que aquest

percentatge disminueix al 55.6% en els que tenen mutacié perd aquestes diferéncies no son
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estadisticament significatives. Tampoc hem trobat diferéncies entre el nombre de vasos i les

diferents mutacions de K-Ras.

FIGURA: Tincions anti-CD31. A/Fotografia a 200X del colon normal
B/Fotografia carcinoma de colon 200X C/Fotografia d'un carcinoma de colon
400X.

GRUP n |MITJANA |D.E.
T. NORMAL 48 1472 34
T.T. SENSE MUTACIO |62 |23.44 8.39
T.T.MUTATENK-RAS |32 |2292 7.1
T.T. ASP13 6 |2517 5
T.T.CYS12 5 [23.48 6.59
T.T. VAL12 10 [19.56 471
T.T.ASP12 9 |2351 10.22
T.T. ARG12 1 [314

T.T. SER12 1 |264
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Altres estudis han suggerit que pot existir una bona correlacié entre la densitat vascular i la
supervivencia dels tumors colorectals. En el nostre cas la densitat vascular no s'associa a una

pitjor supervivéncia (logrank test p=0.7056).

< ]
o
— [10.0,19.4)
— - [19.4,25.2)
--- [25.2,59.2]
N _|
o
P =0.7056
o |
o
T T T T T
0 20 40 60 80 100

Time (months)

GRAFICA: SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGONS LES DENSITATS VASCULARS. En l'eix de les
ordenades representem els tant per 1 dels casos morts i en I'eix de les abscisses en temps en mesos. Els
tercils sén 10-19.4 n = 32, 19.4-25.2 n=32 i 25.2-59.2 n=31. Tenir més o menys vasos no millora ni
empitjora la supervivencia global.
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Andlisi de |'expressio de VEGFR2.

En un primer moment varem voler analitzar la expressié de VEGF per IHQ per estudiar la seva
correlacié amb la presencia de mutacions al gen K-Ras. La dificultat d'interpretacié del
marcatge ens va portar a abandonar-ho. Aleshores vam continuar I'andlisi amb el receptor
VEGFR2 que podria ser positiu als endotelis i a les propies cél-lules tumorals. El 50% dels
endotelis del teixit normal tenen un nivell de positivitat molt baix i la resta no mostren cap
positivitat. El 78.95% de les cel-lules tumorals expressen receptor tipus 2 del VEGF amb una
intensitat de 2 (48.42%) i 3 ( 30.53%). Per contra els vasos associats al tumor no varien

significativament respecte als de la mucosa normal del colon.

FIGURA: Marcatge anti-VEGFR2. A/Fotografia a 200X del colon normal
B/Fotografia carcinoma de colon 200X .
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L'expressié de VEGFR2 en els teixits tumorals esta relacionada amb la mutacio en el gen K-
Ras. (Test de Pearson's de la X?, p = 0.02479), essent els tumors K-Ras positius els que tenen

més possibilitats d'expressar K-Ras mutat.

100+ m K-Ras

% de
tumors 801 O K-Ras mutat
amb o
sense 60-
mutacié
K-Ras 407

20+

0
0 1 2 3

FIGURA : Mutacié en el gen K-Ras i expressio de VEGFR2. En I'eix de les abscisses expressem
numericament els quatre grups de tumors segons I'expressié de VEGFR2. Ordenats de menor expressié a
major. El grup 0-1 no expressa aquest el receptor o en molt poca quantitat visible ( h = 20). El grup 2 ¢
major expressié visible ( n=46) i el grup 3 és el que més expressa aquest receptor ( n= 29). L'eix de les
ordenades determinem el percentatge de tumors dins de cada grup que tenen o no mutacié en el gen K-
Ras. Aixi el grup que expressa més VEGFR2 té més percentatge de tumors amb mutacid.
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L'expressié de VEGFRZ2 no correlaciona amb una pitjor supervivéncia. Per contra quan
analitzem les dades de supervivencia respecte VEGFR2 tenint en compte la mutacié de K-Ras
els resultats ens indiquen que: Els tumors amb mutacié K-Ras disminueixen la supervivéncia del
pacient si expressen VEGFR2. Quan no tenen mutacié en K-Ras la supervivencia no és depenent

de I'expressié de VEGFR2.
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GRAFICA: SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGONS L'EXPRESSIO DE VEGFR2. En la corba de
Kaplan-Meier representem: En I'eix de les ordenades es determina els tant per 1 dels casos morts i
en l'eix de les abscisses en temps en mesos. Els grups representats corresponen a les diferents
expressions de VEGFR2 de la segiient manera: No-Baix intensitats de 0-1; Mig a la intensitat de 2 i
Alt a la intensitat de 3.
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FLK-1 (Teixit tumoral) / Ras
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GRAFICA: SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGONS L'EXPRESSIO DE VEGFR2. En leix de les ordenades de
la corba de Kaplan-Meier representem els tant per 1 dels casos morts i en I'eix de les abscisses en temps en
mesos. Els grups representats corresponen a les diferents expressions de VEGFR2 de la segiient manera:
No-Baix intensitats de 0-1; Mig a la intensitat de 2 i Alt a la intensitat de 3. (-) No mutacié en K-Ras i (+)
K-Ras mutat. El coeficient de Logrank sense ajustar per Dukes, és p = 0.033.
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En tumors humans hem observat que la mutaci6 ASP en el codé 13 s'associa a
sobreexpressi6 de MMP9. Les mutacions en K-Ras s'associen a més expressié de VEGFR2
en les cél-lules tumorals. El risc de mort és més elevat quan s'associa mutacié de K-Ras

i sobreexpressio de VEGFR2.
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La importancia de la naturalesa molecular de la mutacié K-Ras

La importancia del gen K-Ras en oncologia queda palesa per la freqiiéncia i la transformacio
cellular que comporten les seves alteracions. Una mutacié simple en el gen K-Ras comporta
canvis en la transformacio cel-lular, induccié a la progressié i agressivitat tumoral, apoptosis ,
metabolisme... (Downward 1997) (Soussi and Lozano 2005) Aquestes mutacions en el gen K-Ras
estan descrites en les primeres fases fins i tot no malignes (tumors epitelials benignes o
adenomes) del procés cancerigen i per tant constitueix un dels primers passos cap a la
neoplasia maligne en molts carcinomes i sarcomes. (Kahn, Yamamoto et al. 1987; Bos 1989).
També sabem que la preséncia de mutacions de forma dillada, sense altres alteracions
genétiques associades, no s'associa a la transformacio neopldsica. (Guerra, Mijimolle et al.
2003)

Des de fa anys s'ha fet palés que no es només la preséncia de mutacions en el gen K-Ras ( Que
condiciona la transformacidé neoplassica) siné la seva naturalesa molecular la que pot influir en
la biologia tumoral. En neoplasies colorectals malignes hi ha una més gran proporcié de
mutacions en el codo 12 del gen K-Ras, comparat amb el codé 13. El que suggereix que les
mutacions en el codé 13 no sén seleccionades tan facilment /n vivo . (Shibata, Schaeffer et al.
1993) Altres autors han demostrat que la preséncia de mutacions en el codé 13 s'associen a
millor prondstic que les mutacions en el codé 12. Ja fa anys es va demostrar /n vitro que els
transfectants amb mutacions al codé 13 generen menys focus transformats en NIH3T3 que
els transfectants al codé 12. El nostre grup ha anat aprofundint en aquestes diferéncies
fenotipiques associades a mutacions especifiques en el gen K-Ras. Utilitzant fibroblasts de
ratoli NIH3T3 transfectats amb el gen K-Ras humd mutat en els dos codons més freqiients
(Codé 12 i codé 13) varem observar diferéncies /n vitro (Guerrero, Casanova et al. 2000;
Vizan, Boros et al. 2005) i diferents patrons de creixement tumoral /n vivo. (Guerrero,
Figueras et al. 2002) Les conclusions d'aquestes diferencies ens van portar a estudiar com els

diferents genotips K-Ras influeixen en el fenotip angiogeénic.
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Després de la inoculacié subcutania cldssica dels transfectants, hem pogut observar de forma
reproduible que els tumors amb mutacié ASP13 apareixen 8-10 dies més tard que els tumors
amb mutacié6 CYS12. Aquest retrds significatiu també es detecta en els indculs
inframusculars, el que indica que és independent de la naturalesa de I'entorn tumoral. Aixo és
rellevant ja que els fibroblasts de diferents localizacions anatomiques expressen diferent
repertori de molecules (Togo, Shimada et al. 1995) i per tant el microambient inicial no
sembla una de les principals causes en el diferent comportament en el creixement /s vivo dels
transfectants. Per altra banda i paradoxalment, un cop iniciat el creixement, els tumors amb
mutacié ASP13 es desenvolupen amb més rapidesa. Els nostres andlisis demostren diferents
patrons angiogeénics en els tumors amb mutaciéo CYS12 respecte els que tenen mutacié ASP13.
Les diferencies en el creixement les podriem atribuir en part als sistemes vasculars que ha

desenvolupat cada tipus fumoral.

Diferencies en el fenotip vascular tumoral.
Hem demostrat diferencies importants en la morfologia vascular entre els transfectants: els
tumors CYS12 mantenen una major densitat vascular que els tumors ASP13. També hi ha
diferéncies en el diametre vascular, la majoria dels vasos sanguinis dels fumors ASP13 tenen
didmetres majors que en els tumors CYS12. El diametre vascular és una diferencia molt
notdria que esta determinant la diferent densitat vascular. Aquesta distribucié podria estar
condicionant el fet que hem observat més espais de necrosi en els tfumors ASP13 que no en els
CYS12. Sabem, pero els parametres de densitat vascular i diametre no determinen per se
I'eficiencia del vas a nodrir les cel-lules tumorals i patrocinar el creixement o a desenvolupar
metdstasi. Ja ha quedat demostrat en la literatura que el fet de tenir més nimero de vasos
(MVD) no necessdriament es relaciona amb elevada taxa de creixement. (Hlatky, Hahnfeldt et
al. 2002; Rak and Yu 2004) Aixi com la diversitat entre diferents tipus de tumors del valor
pronostic que tenen aquestes dades. (Kreuter, Bieker et al. 2004; Stavropoulos, Bouropoulos

et al. 2004) .
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Els vasos que es formen en els fumors no mantenen les caracteristiques dels vasos en els
teixits normals i poden adoptar moltes diferents caracteristiques en cada creixement
tumoral. (Carmeliet and Jain 2000; Eberhard, Kahlert et al. 2000) (Yancopoulos, Davis et al.
2000), (Bergers and Song 2005). Sovint la definicio de vas madur es determina per les
caracteristiques i organitzacié de les cél-lules de les tiniques en relacié al seu diametre. Per
tan es defineix més o menys madur segons s'acosta a l'estructura del vas amb el mateix
didmetre i funcié en un teixit normal. La maduresa del vas s'associa a una major eficacia de
distribucié de nutrients i oxigen com és el cas de la situacié en els teixits normals on les
cellules estan en harmonia. Perd en el cas del creixement tumoral les necessitats cel-lulars
son diferents, I'eficiencia del vas cal mesurar-la en el fet de que estigui millor o pitjor adaptat
al tipus cel‘lular que acompanya.

La desmina, l'alfa actina de la musculatura llisa , el proteoglica condroit sulfat anomenat
antigen de la neuroglia 2 (NG2) i el PDGFR son els marcadors de cel-lules murals més coneguts
i utilitzats, perd a I'hora els més inespecifics per marcar tipus cel-lulars concrets. La desmina
és una proteina que forma filaments intermitjos i esta implicada en l'unié del citoesquelet
cel-lular amb els disc Z membranals que comuniquen les cél-lules. Es localitza en la musculatura
llisa, esquelética i cardiaca, en fibroblasts i altres cél-lules poc diferenciades. (6ranger and
Lazarides 1979) L'alfa actina de la musculatura llisa s'expressa en les cél-lules musculars
madures i immadures i en els pericits de tots els tipus de vasos circulatoris. (Hughes and
Chan-Ling 2004) El proteoglica NG2 s'expressa en pericits , neurones , cél-lules glials
progenitores i progenitors dels oligodendrocits. (Ozerdem and Stallcup 2003). EI PDGFR esta
implicat en la comunicacio entre les cél-lules endotelials i el pericits perd encara no s'han
acabat de definir clarament totes les seves possibles funcions. També s'expressa en
fibroblast i altres cél-lules immadures (Song, Ewald et al. 2005).

Amb la doble immunofluorecencia PECAM/ a-actina de la musculatura llisa hem evidenciat amb
ambdds transfectants, que els vasos amb recobriment muscular son pocs, es situen en general

en les periféeries del fumor subcutani i tenen un diametre vascular mig. No es pot descartar
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que sigui un vas co-optat pel fumor, per tant no de nova formacio siné que existia en la pell del
ratoli i el fumor I'ha envoltat. (Carmeliet and Jain 2000). El fet de que els vasos tumorals no
estiguin recoberts per cél-lules que expressin aquesta actina ho determinen que les cel-lules
acompanyants no puguin expressar altres tipus d'actina per formar fibres contrdctils i tenir
una minima regulacié del flux circulant.

La doble immunofluorecencia PECAM/desmina ens ha mostrat que els tumors amb mutacié
CYSI12 el percentatge de cél-lules desmina positives que acompanyen els vasos és menor que en
el cas del tumor subcutani amb mutacié ASP13. Tot ens assenyala que els tumors amb mutacid
ASP13 desenvolupen uns vasos més madurs i estructurats que els CYS12. Tot i no tenir
informacié sobre altres cél-lules acompanyants a I'endoteli i no haver determinat la
permeabilitat dels vasos; es pot especular que els tumors amb mutacié ASP13 desenvolupen
una vasculatura més complexa que pot cobrir millor les seves necessitats energétiques i que un

cop el procés estad iniciat li dona una major rapidesa de creixement posterior.

Dependéncia dels factors angiogénics sobre el creixement in vivo / in vitro .

L'angiogénesi depén del balang entre diferents factors amb funcié inhibidora , activadora i
estabilitzadora sobre la vasculatura. El VEGF s'ha definit com el més potent dels factors
angiogeénics descrits fins a l'actualitat. En el nostre estudi és el factor on hem trobat més
diferencies d'expressio entre els diferents clons mutats de K-Ras: Les cél-lules transfectades
amb la mutacié ASP13 expressen molta més quantitat de VEGF /n vitro i in vivo que els
transfectants CYS12. La regulacié de VEGF ha estat associada préviament a I'expressié de
RAS. (Rak and Yu 2004) (Kranenburg, Gebbink et al. 2004). La caracteritzacié previa
d'aquests clons ja ens va definir que I'expressio de K-Ras en els clons és superior a la de la
soca parental NIH3T3 perd no hi ha diferencies d'expressié entre els clons de diferents
mutacions. (Guerrero, Casanova et al. 2000) Per tant les diferéncies que observem no les

podem atribuir a la quantitat de Ras siné a la seva naturalesa molecular.
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Una de les funcions del VEGF descrita en cél-lules neoplassiques és autocrina . Observant
caracteristiques dels clons com els diferents patrons de creixement i aquestes diferéncies de
concentracions de VEGF, hem contemplat la possibilitat de que expressin diferencialment
receptors de creixement endotelial. Tenint com a referencia que hi ha descrit tfumors humans
amb mutacions en K-Ras elevades que expressen VEGFR2 {Kim, 2005 #277} i tenint en compte
els nostres propis resultats dels tumors de cdlon i recte humans; hem analitzat I'expressié i
l'activacié d'aquest receptor en els clons NIH3T3 mutats /n vitro. Els clons no expressen
VEGFR2 ni el VEGF exerceix cap accié detectable sobre ells. Aquesta diferent produccié de
VEGF dels clons esta afectant a la proliferacié endotelial i no a la tumoral i ens pot explicar
part de les diferéncies en el fenotip angiogénic. L'efecte directe del VEGF sobre la
proliferacié de les cel-lules endotelials no I'nem pogut confirmar amb les mostres dels tumors
subcutanis. Aquests tumors estan en un punt dequilibri , d'expansié exponencial on la
proliferacié endotelial no depent només del VEGF. En els dos tipus de tumors les estrategies
utilitzades son diferents pero no per aixo més o menys eficients. Per tan no hem vist
diferencies de proliferacio endotelial entre un tumor que expressi més o menys VEGF. Seria
molt interessant determinar aquest factor de proliferacio en les fases inicials del creixement
tumoral on hem observat diferéncies i on la proliferacié endotelial podria ser més depenent de
VEGF. Ens donaria informacié de com i quan comencen a realitzar nova vasculatura i podriem
explicar en part les diferents laténcies tumorals /n vivo.

Els tumors i les cel-lules en cultiu amb la mutacié ASP13 en el gen K-Ras sobreexpressen amb
més quantitat el VEGF, essent evidents aquestes diferéncies a tots els nivells analitzats:
immunohistoquimica , ELISA, Western i Northern blot. La produccié d'aquest factor in vivo,
especialment en els tumors amb mutacié6 ASP13 no es pot atribuir de manera directe i
completa a les cellules tumorals. Aquests tumors s’han envoltat de macrofags que també son
capagos de produir VEGF i altres factors angiogenics. Sense poder descartar el fet de que
cada transfectant pugui provocar més o menys reaccié immunologica, els macrofags semblen

estar condicionant /n vivo les diferencies que hem descrit en aquests dos tipus de
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tumors.(Barbera-Guillem, Nyhus et al. 2002) (Busund, Killie et al. 2002) A diferéncia de les
cel-lules amb mutacié CYS12, les ASP13 han atret amb factors quimiotdctics, com podria ser el
propi VEGF, aquesta poblacié de macrofags que en general estan relacionats amb un augment
del diametre vascular i vasos més madurs. (Duyndam, Hilhorst et al. 2002) Estudis anteriors
descriuen la relacié entre la sobre expressié del VEGF i el diametre dels vasos tumorals i el
recobriment per cellules murals. Son dues caracteristiques que poden esta en part
determinades per I'expressié d'aquest factor de creixement endotelial. (Benjamin, Hemo et al.
1998; Larcher, Murillas et al. 1998; Drake and Little 1999; Carmeliet and Jain 2000). Altres
factors pro i anti angiogénics poden contribuir a aquest fenotip. El descens de la expressié de
TSP-1 en tots dos clons és compatible amb resultats previs amb transfectants Ras perd no
expliquen les diferéncies entre els dos clons ja que no hem trobat diferéncies d'expressié de
TSP-1 entre les diferents transfectants /n vitro . In vivo la expressié de TSP-1 ha estat
indetectable per Western Blot, pero no podem descartar que la sensibilitat de la téecnica no
permeti evidenciar diferéncies biologicament rellevants. S'ha descrit una relacié quimiotactica
entre alguns dominis proteics de TSP-1 i les cel-lules musculars que expressen actina de la
musculatura llisa vascular. (Lee, Nesselroth et al. 2003) Els nostres resultats suggereixen que
els vasos d'aquests tumors no han utilitzat el suport de TSP-1 per formar-se i madurar.

In vitro els clons CYS12 expressen més angipoietina 1 i 4 que el clon ASP13. Hi ha una
tendéncia a mantenir la diferencia en els tumors subcutanis pero I'heterogeneitat la fa no tant
evident. Ens manca determinar I'estat dels receptors TIEs en les cél-lules endotelials de cada
tipus tumoral per poder definir amb més detall les funcions d'aquestes angiopoietines en
aquest model.No obstant es pot especular que aquest augment d'angiopoietines 1 i 4 promouria
la remodelacié, la maduracié, augment de la via PI3K baixant I'apoptosi i I'estabilitzacié dels
vasos. Aquestes son les funcions més relacionades amb aquestes proteines quan actuen unir-se
al receptor TIE2. Perd la seva accié ho és limita a aquest receptor. També s'’ha descrit que
s'uneix a TIE1 sense poder definir la seva funcié i sabem que els Anock out d'angiopoietina 1

presenten fenotips iguals que els Anock out de VEGF. (Davis, Aldrich et al. 1996). Potser en
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les cél-lules amb mutacié CYS12 on hi ha menys expressio de VEGF, I'angiopoietina 1 esta
realitzant una activacié de la migracié endotelial (Kim, Ryu et al. 2002) que en els cas dels
ASP13 esta determinada per I'abunddncia de VEGF. En un tipus de tumor es produeix més
proliferacié i menys migracié per efectes del VEGF ( T-ASP13) i en l'altre més migracio i
menys proliferacié per la cooperacié del VEGF amb l'angiopoietina-1 (T-CYS12). (Lee, Cho et
al. 2004; Cho, Kim et al. 2005; Saharinen, Kerkela et al. 2005).

Estudi de I'expressié de les MMPs i I'angiogenesi.

L'angiogénesis no és exclusivament depenent del que sempre s'ha classificat com a factors
angiogenics (factors de creixement, quimiotdactics de comunicacié, entre altres.) , sind que en
la balanga de factors els mecanismes d'adhesié i proteolitics intervenen en gran mesura.
(Heissig, Hattori et al. 2003) Per qixo es va creure molt interessant |'estudi de la produccié
de les MMPs, una de les families d'enzims proteolitics de la matriu extracel-lular més
rellevants en fumorogenesi. La regulaciéo d'aquests enzims esta determinada en part per vies
de transduccié de senyal del gen K-Ras i és depenent del tipus cel-lular. (Campbell and Der
2004) Les proves formals de la implicacié de les MMPs en l'estimulacié de I'angiogénesi en
cel-lules que expressen Ras oncogénic son escasses . MMP9 i MMP2 sén les metaloproteinases
més relacionades directament amb el K-Ras mutat o sobreexpressat. (Kranenburg, Gebbink et

al. 2004).

MMP9 i MMP7

La MMP9 i la MMP7 només han estat detectades en els tumors subcutanis 7/ vivo dels clons
transfectats amb diferents mutacions de K-Ras i en els carcinomes colorectals humans. Els
estudis realitzats fins ara relacionen la MMP9 amb alliberacié de factors angiogenics,
(Rodriguez-Manzaneque, Lane et al. 2001),la promocié del reclutament de cel-lules SMA
positives (Chantrain, Shimada et al. 2004) i estd implicada en la formacié de branques dels

capil-lars. (Johnson, Sung et al. 2004). Les funcions de la MMP7 estan relacionades amb
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I'estimul-lacio de citoquines, factors de creixement com el VEGF, i la proliferacié i invasié
tumoral en general. (Wang, Wang et al. 2005). Esta demostrat que la MMP7 activa és capag
d'induir i accelerar la proliferacié endotelial i la induccié a I'apoptosi d'altres tipus cel-lulars.
(Powell, Fingleton et al. 1999; Huo, Ichikawa et al. 2002).

L'associacié de la mutacio en el codé 13 ( ASP13) en gen K-Ras i la sobreexpressié de MMP9 i
MMP7 és molt més significativa que en la mutacié en el codé 12 (CYS12) tant en els inoculs
dels transfectants com en els tumors colorectals humans. En una série de pocs tfumors humans
de colon i recte hem pogut comprovar que els mutats en K-Ras ASP13 expressen més MMP9
que la resta de casos amb altres mutacions. El fet de que les dues MMPs no es detectin en els
cultius cel-lulars ens determina que la seva expressié depén de céllules no tumorals,
inflamatories o endotelials. (Coussens, Tinkle et al. 2000) (Huang, Van Arsdall et al. 2002). En
el model /n vivo I'augment és produeix en el tumors amb K-Ras ASP13 on s'observen gran
quantitat de macrofags. Reforgant les teories de l'expressié de MMP9 i MMP7 per les
cel-lules acompanyants, en els tumors CYS12 no localitzem macrofags i hi ha poca o nulla
expressio d'aquestes proteines. L'expressié de MMP7 per part de macrdfags s’ha condicionat
en altres estudis a la pressié d'oxigen; de manera que un augment de la hipoxia indueix a
I'expressié. (Burke, Giannoudis et al. 2003) La importdncia de les céllules acompanyants
inflamatdries i altres en el procés de desenvolupament tumoral és clara (Pollard 2004).
(Wyckoff, Wang et al. 2004) , i sén les mateixes cél-lules tumorals les que sintetitzen els
factors que atrauen aquestes cel-lules. S'ha descrit que el VEGF pot realitzar aquesta funcié
quimiotactica pels macrofags/mondcits i cél-lules inflamatories circulants. (Lewis, Landers et
al. 2000; Barbera-Guillem, Nyhus et al. 2002; Duyndam, Hilhorst et al. 2002). Fins i tot hi ha
estudis que determinen l'existéncia d'hibrids de fusié cellular espontania entre cel-lules
tumorals i macrofags que augmenten la capacitat angiogenica del fumors i li donen avantatges
de creixement i invasié. En els fumors subcutanis amb mutacié ASP13 quedaria per determinar
si les ceéllules marcades amb anti-F4/80 podrien ser hibrids de cel-lules fumorals i macrofags.

(Busund, Killie et al. 2002). El que no esta encara del tot clar és que aquesta MMP7 estigui
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induint més proliferacié endotelial en els ASP13 respecte dels CYS12 que no l'expressen.
Només hem pogut observar aquest fenomen en el punt final del creixement perd no podem
descartar que pugui realitzar aquestes funcions en altres moments més significatius com a
l'inici del desenvolupament tumoral.

MMP2, TIMP-2 I MMP14

Els transfectants i els tumors subcutanis amb mutacié CYS12 sobreexpressen MMP2 activa i
els fumors ASP13 sobreexpressen MMP14 i TIMP-2 perd no MMP2 activa. Per tan l'activacio
de la MMP2 en aquests model no esta clarament determinada pel mecanisme que va descriure
Sato lI'any 1996 a través de la MMP14. Les condicions d'hipdxia afavoreixen l'activacié de
MMP2 independentment de MMP14 i TIMP-2 i promou que es patrocini la migracié endotelial.
(Ben-Yosef, Miller et al. 2005) L'augment de la migracié endotelial podria explicar en part el
major nimero de vasos de menys diametre. Per altra banda, I'expressié de KI67 no denota que
promogui I'apoptosi endotelial. S'ha descrit que TIMP-2 disminueix la proliferacié endotelial
induida per VEGF i ens podria donar explicacié d'aquest punt final de creixement tumoral dels
clons ASP13. Aquests tumors tenen un gran augment de produccié de VEGF pero la seva
proliferacié endotelial no és major que els tumors CYS12. L'accié del TIMP-2 podria esta
explicant en part la menor eficiéncia del VEGF.(Seo, Li et al. 2003; Terasaki, Kanzaki et al.
2003; Oh, Seo et al. 2004). Per altra banda aquests tumors /n vivo amb mutacié ASP13
sobreexpressen MMP14. S'ha demostrat que MMP14 independent de MMP2 potencia el
creixement tumoral i angiogeénic i indueix a l'alliberacio de VEGF. En els tumors ASP13 aquesta

metaloproteinasa actuaria potenciant aquests fenomens.(Deryugina, Soroceanu et al. 2002).

Estudi de la densitat vascular i la detecci6 de VEGFR2 en carcinomes colorectals humans.
Aquestes diferencies observades en els tumors humans no sempre han estat confirmades en
els tumors humans. En la literatura hi ha molts estudis que determinen la densitat vascular en
diferents neoplasies utilitzant diferents métodes i amb diversitat de resultats. (Kreuter,

Bieker et al. 2004) (Saad, Liu et al. 2004) (Gontero, Banisadr et al. 2004). El diferents
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marcatges, la diversitat de criteris per definir els camps i com comptar-los poden ser
responsables de les discrepancies en els resultats obtinguts. Fins i tot hi ha estudis dedicats
a mesurar aquesta possible diversitat. (Uzzan, Nicolas et al. 2004) Hem marcat I'endoteli amb
CD31, aquesta proteina ens assenyala les unions entre cél-lules i esta implicada en la migracio
transendotelial dels leucacits, I'activacié d'integrines i en processos angiogenics en general. La
mutacié del gen K-Ras no sembla esta molt directament relacionada amb el nimero de vasos
sanguinis CD31 positius que podem comptar en un camp del microscopi. Ni quan separem els
tumors en dos grans grups amb o sense mutacié en el gen K-Ras ni quan comparem les dades
entre els grups de les diferents mutacions. Tampoc hem trobat relacié entre la densitat
vascular i la supervivéncia a la malaltia. La gran quantitat de factors que determina aquest
parametre en els fumors humans, enmascara I'efecte que pot arribar a tenir la mutacié puntual
de K-Ras observat en altres sistemes molt més controlats, com en el model /n vivo dels
transfectants NIH3T3. En el cas dels fumors colorectals ens podriem plantejar de realitzar
en comptatge de vasos amb un marcatge de molécules més informatives. L'endoglina CD105 és
una glicoproteina homodimérica de membrana que és pot localitzar en endotelis |,
perieritroblast i mondcits activats entre altres. Es un lligant del receptor TGFB1 i estd més
expressada en els endotelis fumorals que no pas CD31. En la literatura els estudis amb CD31 i
cancer colorectal (Maeda, Chung et al. 1996; Abdalla, Behzad et al. 1999) sén més heterogenis
en els resultats de correlacié amb el prondstic que no pas els realitzats amb €D105. (Li, Gardy
et al. 2003) Un canvi en els marcatge de vasos en aquests sentit seria en base a determinar
més caracteritiques d'aquests vas. En aquest major coneixement que requereixen els sitemes
més complicats I'estudi dels factors que determinen aquest patré de vasos és molt important.
El VEGF ha estat el factor amb més diferéncies en el model de les diferents mutacions en K-
Ras. Vdrem iniciar I'estudi d'aquests factor en els tumors humans que vam haver d'abandonar
per no ser capagos dobtenir resultats convincents en mostres fixades i parafinades.
Desconeixem |'estat del VEGF en aquests tumors peré hem analitzat I'expressié de VEGFR2 en

les cel-lules tumorals i en les endotelials. La deteccié d'aquest receptor en les cél-lules
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vasculars per immunohistoquimica és molt fluixa i no hi ha diferencies significatives entre els
tumors. Per altra banda hem detectat el receptor dos del VEGF en les cél-lules tumorals.
Suggerint d'aquesta manera que pot existir un efecte autocri en la funcié del VEGF. La manca
de resultats amb el VEGF impedeix confirmar-ho. La correlacié més important que hem pogut
demostrar és el fet de que els tumors amb mutacié en el gen K-Ras, tenen més alta
probabilitat d'expressar el receptor en les cél-lules tumorals, pero no hi ha diferéncies entre
les diferents mutacions del gen. L'expressiéo d'aquest receptor depent en gran part de la
hipoxia . De manera que podem especular que K-Ras pot condicionar la dependéncia de les
cellules tumorals a la hipoxia, determinant l'expressié del VEGF i indirectament la del
VEGFR2. La relacié estadistica que determinem entre la mutacié del K-Ras en general i
I'expressié del receptor podria ser interpretada a través de la hipoxia i 'expressié del VEGF.
L'aprofundiment de I'estudi del VEGF i els seus receptors junt amb la resta de factors de la
balanga angiogénica podria aportar-nos més informacié dels fumors colorectal i aproximar-nos
a trobar les diferéncies entre les diferents mutacions del K-Ras que hem observat en el model

n vivo.

Consideracions

K-Ras pot promoure fenotips angiogénics diferencialment depenent de la mutacié puntual
especifica en un model tumoral de clons NIH3T3. En aquest model han estat descrites
caracteristiques diferencials entre les mutacions en el codé 13 (ASP13) i el codé 12 (CYS12)
que poden influir en el procés tumoral per mitja de diferents mecanismes com ara: la
resistencia a l'apoptosi, la capacitat d'eludir l'inhibicié per contacte i el metabolisme. Els clons
amb la mutacio de K-Ras CYS12 tenen un augment en l'expressio d'Akt , BCL-2 i altres
components, que li donen un fenotip de major resistencia a I'apoptosi en abséncia d'adhesié al
substrat respecte el clon amb mutacié ASP13 en el gen K-Ras. (Guerrero, Casanova et al.
2000). Aquesta diferent capacitat cel-lular podria influir en escurgar la latencia del

creixement de I'inocul. L'expressié de K-Ras o de Ras en general esta associada al metabolisme
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dels gldcids, a la dels lipids i fins i tot al metabolisme dels nucleotids. (Erdman, Shellenberger
et al. 2000). Els estudis /n vitro en els transfectans NIH3T3 evidencien que el clon ASP13
augmenta la glicolisi oxidativa per la via de les pentoses fosfats i la del piruvat
deshidoxigenasa mentre que en els clons CYS12, la sintesi d'acids nucléics i lipids per aquestes
vies oxidatives funciona més lentament. {Vizan, 2005 #190}. D'aquesta manera, els clons
ASP13 augmenten la seva dependéncia de l'oxigen i els nutrients, caracteristica que podria
contribuir a la més llarga laténcia del creixement d'aquest clon. Molts estudis han demostrat
que la capacitat angiogénica es determina en els estadiatges inicial del creixement tumoral,
per tan pensem que l'estudi d'aquestes etapes inicials és molt important. El nostre
coneixement d'aquestes cél-lules ens fa definir dues possibles hipotesi per explicar aquestes
etapes: 1.- Les diferencies entre els clons provoquen que l'estres de l'inocul provoqui la mort
cellular de manera diferencial entre els diferents clons. Aixi doncs, les cél-lules ASP13
resistirien menys l'estrés i en les primeres etapes d'adaptacié perden un elevat percentatge
de cellules comparat amb el clon CYS12 de manera que l'inici del creixement tumoral podria
anar per darrera. 2.- Les diferents necessitats metaboliques dels clons provoquen que ['inici
sigui diferencial. Les cel-lules CYS12 podrien comengar la proliferacié més rapidament per
tenir menys requeriments de pressions d'oxigen i nutrients que les cél-lules ASP13 i per tant
serien menys dependents del nou microambient que reorganitzen. Trobar els punts on es
comencen a produir factors angiogénics seria una bona prioritat per estudis futurs. Ara hem
definit una balanga molt decantada per VEGF en un estat d'expansié tumoral, pero observar la
situacié de la balanga en els estadis inicials podria determina millor les estratégies seguides
en cada cas.

Aquest model tumoral ens aporta una balanga angiogénica diferent en cada tipus de mutacié en
K-Ras. Sembla que el VEGF té un pes important en la diferenciacié dels dos casos peré no
descartem la importancia de la no presencia de TSP-1 i el paper que poden estd realitzant les
angiopoietines. Encara no hem acabat de treballar amb aquestes proteines, creiem que poden

estd realitzant un paper molt important , especialment definint el fenotip del clon CYS12. Per
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acabar de determinar la importancia del VEGF i les angiopoietines pensem realitzar indculs
subcutanis sota el tractament de terapies amb anticossos contra VEGF o contra elements de
les vies d'actuacié de les angiopoietines. També ens manca definir els mecanismes moleculars
pels quals K-Ras amb una mutacioé o altra acaba desenvolupant un o altre patré angiogénic i
com altres caracteristiques que determina K-Ras poden influenciar influir en les diferéncies
observades. Treballar amb fibroblastes trasformats i només amb un dels clons ens allunya en
certa manera de la realitat neopldssica tumoral humana pero ens apropa molt a la dependencia
del fenotip de les mutacions puntuals. Els tumors humans estan formats per diferents clons
que evolucionen i es seleccionen; el nostre model es podra extrapolar en més éxit en aquells
tumors on el clon seleccionat estigui el més a prop possible del fenotip d'experimentacio.
Trobar fins a quin punt els resultats /n vitroi in vivo es poden observar en una série de tumors
humans ens pot ajudar a determinar I'aport d'aquesta informacié al diagnéstic, al prondstic i a
la realitzacié de futures terapies. L'estructura del vas pot influir en la resposta a la terdpia i

en la possibilitat de realitzar metastasi d'aquesta cel-lula tumoral.
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CONCLUSIONS

1.- Les mutacions CYS12 i ASP13 del gen K-Ras comporten diferéncies importants en el
patro vascular observat en un model d'inoculs subcutanis de NIH3T3 transfectades amb
K-Ras mutat. Aquestes diferencies s'associen a una diferent expressi6 de VEGF i

d'algunes metaloproteases com MMP9 i MMP2.

2.- Algunes de les diferéncies observades en el model experimental com la

sobreexpressio de MMP9, es poden confirmar en tumors humans.
3.- El model d'indculs subcutanis de NIH3T3 transfectades amb K-Ras mutat podria ser

un bon model per estudiar les estratégies angiogéniques de la cel-lula tumoral i per

I'avaluacié de les estratégies adrecades contra la vasculatura tumoral.
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5-FU 5 Fluorouracil

aa Aminodcids

APlo?2 Proteina activadoral o 2

APMA Acetat p- aminofenilmercdric

APS Persulfat d'amoni

ASP13 Mutacié aspartic en el codé 13 del gen K-Ras

ATCC American Type Culture Collection

BSA Albdmina de sérum bovi

cysi2 Mutacié cisteina en el codé 12 del gen K-Ras

DE Desviacié estandard

DFS Supervivencia lliure de malaltia

D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Acid Nucléic Desoxi Ribosa

END Cél-lules endotelials

ES Error estandard

FSB Seérum fetal bovi

6418 Geneticina 418

HP Heparan sulfat

HUVEC Ceéllules endotelials del cordé umbilical

Ig9G Inmunoglobulina 6

kDa Quilodaltons

MMP/ MMPs Metaloproteinasa/es

MOPS 3-(N-Morfi) dcid propanolé-sulfonic

MVD Densitat vascular microscdpica

NEO Neomicina

nm Nanometres

0s Supervivencia global

PBS Tampé fosfats

PECAM Molécula d'adhesié plaquetdria en les cel-lules endotelials .
PMSF Fenil Sulfonil Fluoridric

Ponce S. 3-Hidroxi-4-(2-sulfo-4-penilazo)-2,7-Naftale disulfiric acid
PVDF Fluorat de Polivinil-lidene

PVP Polivinil pirrolidona

r.p.m. Revolucions per minut

RNA Acid Nucléic Ribosa

SSCP Simple Stain .......

T.A. Temperatura ambient

T75 Flascé de cultiu cel-lular amb una superficie de 75 cm®.
T-ASP13 Tumors subcutanis a partir dels clons amb mutacié en el codé 13 del gen K-

Ras. La mutacié comporta el canvi de glicina a aspartic.
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TBS
T-CYS12

TEMED
TIMP-2
TSP-1
VEGF
a-SMA

Tampé de TRIS

Tumors subcutanis a partir dels clons amb mutacié en el codé 12 del gen K-

Ras. La mutacié comporta el canvi de glicina a cisteina.

N,N,N,N Tetrametil etiléediamina

Inhibidor de les metaloproteinases en els teixits.

Trombospondina-1

Factor vascular de creixement endotelial

Alfa actina del mdscul llis
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