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RESUM

Les malformacions vasculars (VMs) representen un ampli espectre de lesions
relacionades amb transtorns del desenvolupament vascular, les quals poden donar lloc
a un gran ventall de caracteristiques cliniques en funcié de I'abast de la lesid i el teixit
afectat. Sovint aquestes lesions es manifesten de manera congénita i creixen
proporcionalment amb el pacient, afectant principalment nadons, nens i adults joves. Les
VMs es classifiquen en malformacions d’alt flux (arteriovenoses) i baix flux (venoses,
capil-lars i limfatiques). Gran part de les lesions de baix flux sén causades per mutacions
somatiques activadores al gen PIK3CA, que condueixen a la sobreactivacié de la via de
senyalitzacio PI3K i la proliferaciéo patogeénica de les cél-lules endotelials. Tot i la
naturalesa estocastica d’aquest tipus de mutacions, no hi ha evidéncies de la seva
preséncia en malformacions arteriovenoses, un fet que fa evident la segregacio
mutacional entre les malformacions d’alt i baix flux.

Aquesta tesi s’ha centrat en la caracteritzacié dels elements espaitemporals que
determinen la patogénesi de les malformacions Pik3ca"’%? i 'estudi dels mecanismes
moleculars subjacents al creixement de les mateixes. Mitjangant I’Us de models murins
genétics induibles amb tamoxifé hem demostrat que I'expressié mosaica de Pik3ca'%4’R
dona lloc a lesions vasculars hiperplastiques exclusivament a venes i capil-lars de
manera proporcional a lactivitat angiogénica del teixit. D’altra banda, el llinatge
endotelial on té lloc la mutacié determina de manera directe el desenvolupament
patologic dels vasos; mentre Pik3ca'’%’f és completament innocu en un context arterial,
la seva expressio en cél-lules en transicié a I'artéria (ECs tip, pre-arterials) resulta en
'expansié patologica de les ceél-lules mutants en venes i capil-lars. Aixi doncs, la
sobreactivacio de PI3K desencadena I'augment de la proliferacio i I'expressio d’un perfil
transcriptomic venods (liderat pel factor de transcripcié COUP-TFII), condicionant de
manera directe la diferenciacid endotelial de les cél-lules mutants, afavorint la seva
expansio patologica en venes i capil-lars i evitant I'especialitzacio arterial. Finalment,
I’estudi metabolomic de les ECs Pik3ca"%’f ha mostrat un notori augment en la capacitat
anabolica i bioenergética de les cél-lules mutants. Més concretament, I'increment del
potencial glicolitic ha demostrat ser crucial per a I'expansio patologica de les cél-lules
mutants in vivo, un tret que podria esdevenir un atractiu objectiu terapeutic.






ABSTRACT

Vascular malformations (VMs) represent a broad spectrum of lesions related to disorders
in vascular development, which can give rise to a wide range of clinical features
depending on the extent of the lesion and the affected tissue. These lesions are often
congenital and grow over the time, mainly affecting infants, children and young adults.
VMs are classified in high-flow (arteriovenous) and low-flow (venous, capillary and
lymphatic) malformations. Specifically, a large proportion of low-flow lesions are caused
by activating somatic mutations in PIK3CA gene, leading to the overactivation of the PI3K
signalling pathway and the pathogenic endothelial cell proliferation. Despite the
stochastic nature of this type of mutations, there is no evidence of their presence in
arteriovenous malformations, which suggests the existence of mutational segregation
between high and low flow malformations.

This thesis has been focused on the characterization of the spatiotemporal elements that
determine the pathogenesis of Pik3ca"%’f malformations and the study of the molecular
mechanisms underlying their growth. By the use of tamoxifen inducible genetic murine
models, we have modelled the mosaic endothelial expression of Pik3ca'%’® which gives
rise to hyperplastic vascular lesions exclusively in veins and capillaries in proportion to
the angiogenic activity in the affected tissue. On the other hand, the endothelial lineage
where the mutation takes place determines the pathological development of the vessels;
while Pik3ca"'® is completely harmless in arterial ECs, its expression in cells in
transition into the artery (pre-arterial, tip ECs) results in the pathological expansion of the
mutant cells in veins and capillaries. Thus, overactivation of PI3K triggers endothelial
hyperproliferation and the expression of a venous transcriptomic profile (driven by
COUP-TFII transcription factor), both conditioning the endothelial differentiation and
favouring their pathological expansion in veins and capillaries, while avoiding arterial
specialization. Finally, the metabolomic study of Pik3ca"’%’® ECs has shown a notable
increase their anabolic and bioenergetic capacity. More specifically, the increase in the
glycolytic potential has demonstrated an important impact on the mutant cell expansion,
becoming a possible attractive therapeutic target.
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1. El sistema circulatori

La funcié principal del sistema circulatori en mamifers és el transport i la distribucid
d’oxigen i nutrients a totes les cél-lules del cos i la recuperacio i eliminacio del dioxid de
carboni i altres substancies residuals. A més a més, el sistema circulatori és essencial
per la distribucioé d’aigua, electrolits i hormones al llarg de I'organisme i té& una contribucié
molt important com a infraestructura per al funcionament del sistema immunologic i la
termoregulacié dels teixits. Es tracta doncs d’un sistema complex conformat pel sistema
cardiovascular i el sistema limfatic.

El sistema cardiovascular esta constituit per un motor, el cor, una complexa xarxa de
conductes format per artéries, venes i capil-lars, i el fluid que condueixen, la sang. El cor
és considerat el centre del sistema circulatori i actua com una bomba muscular que
batega de forma arritmica amb I'objectiu d’impulsar la sang a través dels vasos i
distribuir-la per tot I'organisme. S’anomena circulacid menor o pulmonar al circuit que
s’estableix entre el cor i els pulmons amb I'objectiu de captar I'oxigen als alvéols
pulmonars i portar el dioxid de carboni als pulmons, on és expulsat. D’altra banda, la
circulacio major o circuit sistemic, és aquell que s’estableix entre el cor i els diferents
organs del cos. En aquest cas, la sang viatja des del cor a les artéries, distribuint la sang
oxigenada i els nutrients a tots i cada un dels teixits de I'organisme, per seguidament,
ser retornada al cor mitjangant el sistema vends.

En paral-lel, el sistema limfatic consta d’una xarxa d’organs, teixits i vasos, la funcio dels
quals és transportar la limfa, un fluid blanquindés amb alt contingut de cél-lules
immunitaries, proteines i productes de rebuig cel-lular. Aixi doncs, els vasos limfatics
drenen aquest fluid de tots els teixits del cos, per més tard, retornar-lo al sistema venos
a través dels conductes col-lectors. Al llarg de la xarxa limfatica trobem els ganglis
limfatics, que son els encarregats de filtrar la limfa de patogens i exposar-los al sistema
immunologic per evitar infeccions. D’aquesta manera, el sistema limfatic esdevé una part
essencial per al funcionament de I’organisme amb una important implicacié en I’'absorcio
de greixos i nutrients i en la regulacié dels liquids.

2. Tipus i composicio dels vasos sanguinis

Les venesiles artéries son els vasos de major calibre, els quals es ramificaran en vénules
i arterioles, respectivament, i finalment, en capil-lars, els vasos més petits i amb major
extensio al llarg de I'organisme. Podem identificar les artéries com a vasos de menys
diametre i amb poques ramificacions o branques, les quals es formen deixant un espai
considerable entre I'arteria i els capil-lars que I'envolten. Per tant, la remodelacié dels
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capil-lars arterials comporta un extensiu procés de retraccio o “pruning” mitjancant una
retraccid i estrenyiment dels vasos, per finalment deslligar-se de I'arteria. Tot i que
aquest fet també es dona durant la formacio i remodelacio dels capil-lars venosos, €s un
fenomen significativament més frequient a I’espai periarterial. Una altre caracteristica de
les artéries és la seva morfologia estreta i recte, a causa de la necessitat d’adaptacio a
I’alt i rapid flux sanguini i a les considerables pressions locals que aquest comporta. A
més a més, les cél-lules que formen les artéries es presenten elongades i s’alineen en
paral-lel per formar el vas.

D’altra banda, les venes sén morfologicament més irregulars i presenten diametres més
grans. En comparacié amb les artéries, a venes i capil-lars trobem més quantitat de
cél-lules endotelials (ECs) proliferatives, suggerint una major plasticitat. També hi ha
diferencies notables en el reclutament i associacié amb les cél-lules que cobreixen el
vasos, les anomenades célllules murals. Durant la diferenciacié arteriovenosa, les
artéries es recobreixen d’una gran quantitat de ceél-lules musculars llises vasculars
(vSMCs), alineades perpendicularment al sentit del flux per reforcar el vas i donar-li
estabilitat. En el cas de les venes, aquestes cél-lules murals sén menys abundants i
menys alineades. Als capil‘lars, les cél-lules murals encarregades de cobrir el vas son els
pericits (PCs), unes cél-lules contractils especialitzades, encarregades de proporcionar
estabilitat mecanica al vas.

vena artéria

tunica adventicia tunica adventicia

tinica mitjana
tunica interna

tinica mitjana /
tunica interna Ll

vénula arteriola
lamina basal
cél-lules musculars llises pericit
cél-lules endotelials
cél-lules musculars llises
lamina basal

—

capil-lars ——

pericit

Figura 1.1. Composicio dels principals tipus de vasos sanguinis. Estructura tissular d’artéries i venes,
constituides per tres capes tissulars: la tunica intima, la tinica mitjana i la tunica adventicia (part superior
de la imatge). Estructura i organitzacio de vénules, arterioles i capil-lars (part inferior de la imatge). Imatge
modificada de Stratman et al. 2015.

En artéries i venes podem distingir tres capes de teixit diferents envoltant el conducte
intern per el que circula la sang, també anomenat lumen. De dins cap enfora trobem: 1)
la tunica intima, composada per una fina capa de ECs que revesteixen la capa mes
interna del vas i es troben en contacte directe amb el lumen i la sang. Aquestes estan
recobertes d’una lamina basal i teixit connectiu. 2) La tunica mitjana, formada per
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diverses capes (depenent del tipus de vas) de cél-lules musculars llises i matriu
extracel-lular (ECM) rica en elastina. 3) La tunica adventicia, a la part més exterior,
formada per teixit conjuntiu lax, rica en col-lagen i encarregada de mantenir i protegir
I’estructura del vas. Les artéries presenten una tunica mitjana més gruixuda capa¢ de
suportar pressions sanguinies més altes, mentre a l'interior de les venes trobem valvules
per tal d’assegurar la unidireccionalitat del flux sanguini. D’altra banda, els capil-lars
només estan formats per una fina capa d’ECs recoberta de PCs i una membrana basal
(1) (Figura1.1).

3. Desenvolupament vascular

La formacié del sistema vascular és un dels primers esdeveniments durant el
desenvolupament embrionari i la organogénesis en vertebrats. Tots els organs depenen
directament de I'abastiment de nutrients i oxigen, i de I'eliminacio de residus, pel que
I’establiment d’una xarxa vascular funcional és essencial durant les primeres etapes
embrionaries. Aixi mateix, el manteniment de la integritat vascular i la seva funcionalitat
esdevenen de vital importancia durant periodes postnatals i adults. Molts dels processos
que regulen el desenvolupament vascular sén reactivats també en contextos de
regeneracio tissular, cicatritzacié i circumstancies patogéniques, pel que la comprensié
dels mecanismes responsables d’aquests esdeveniments sén imprescindibles per la
investigacio i el tractament d’'un gran nombre de patologies. En el seglient apartat es
detallaran les principals arees de coneixement en desenvolupament vascular i biologia
de la cél-lula endotelial.

3.1. Origen dels vasos sanguinis

El sistema cardiovascular de I’embrié en vertebrats s’origina de novo a la fulla
germinativa mesodérmica mitjangant un procés anomenat vasculogenesi. Les
condicions hipoxiques del teixit donen lloc a una subpoblacio de cél-lules progenitores
que formen l'angioblast, i que tindran la capacitat de diferenciar-se i organitzar-se en un
plexe vascular primitiu, on les ECs comencen a adquirir identitats arterials, venoses i
capil-lars. D’altra banda, estudis recents, suggereixen un nou origen de ECs, provinents
de precursors hematopoétics, que també podrien contribuir a la vasculogénesi (2).

Progressivament, la xarxa vascular s’expandeix i es remodela per formar un sistema
jerarquic de vasos de gran calibre que es ramifiquen en conductes més petits. Aquest
és el procés anomenat angiogénesi, mitjancant el qual es formen vasos nous a partir de
la vasculatura ja existent. Nous brots o sprouts de ECs son guiades per els factors de
creixement presents a I'entorn, migrant i organitzant-se en noves branques vasculars.
Aquest procés es coneix com angiogénesi germinativa o sprouting angiogénesis.

Els vasos sanguinis pateixen canvis constants, amb I'objectiu d’expandir, remodelar o
adaptar la xarxa a les necessitats de nutrients, oxigen i eliminacié residual de cada organ.
Per tant, la comunicacid continuada de la EC amb el teixit que I'envolta li dona la
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plasticitat suficient per ajustar-se a les circumstancies de cada moment. A més a més, al
llarg del desenvolupament, les ECs adquireixen una especificitat inter- i intra-tissular
gracies a les senyals moleculars que modulen les seves caracteristiques funcionals (3).

Curiosament, el vasos també es poden formar mitjangant la divisié dels canals existents.
Ho fan a partir de la formacié d’un pilar intraluminal que resulta en la divisio i bifurcacié
del conducte. Aquest procés s’anomena angiogénesi intussusceptiva. Tot i ser un procés
poc estudiat en el camp de la biologia vascular, s’ha demostrat que I’angiogénesi
intussusceptiva contribueix de manera important en la remodelacié dels vasos (4,5) i el
desenvolupament vascular tumoral (6).

3.2. Fonaments i regulacio de I'angiogenesi

La complexitat del desenvolupament vascular es reflecteix en el seu estricte control
molecular. Nombroses vies de senyalitzacié estan implicades en la regulacié de la
germinacié, remodelacio, maduracié i diferenciacio dels vasos. Durant les ultimes
décades, dues d’aquestes vies han estat estudiades com a motors centrals de la
regulaci6 de I'angiogénesi: VEGF/VEGFR i Notch. També cal destacar com a
protagonistes de la senyalitzacio vascular les vies de PDGFB, TGFf, PI3K o MAPK, les
quals han demostrat rols essencials en la biologia endotelial.

3.2.1. VEGF/VEGFR

El factor de creixement endotelial vascular (VEGF) és el principal factor de creixement
angiogénic que modula la formacio dels vasos a través dels receptors de la tirosina
quinasa VEGF (VEGFR). Multiples VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i PIGF) son
secretats a la matriu extracel-lular per part dels teixits hipoxics, on interactuen amb certa
especificitat amb els seus receptors; VEGFR1, VEGFR2 i VEGFR3 (Figura 1.2). La
distribucio, composicio i gradient d’aquests factors determina el desti de les ECs durant
l'organogénesi, ja que aquestes son capaces de percebre i interpretar-los com una
senyal d’activacio endotelial (7).

PIGF  VEGF-B VEGF-A VEGF-C VEGF-D

Espai extracel-lular

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3
(FLT-1) (FLK-1/KDR) (FLT41)

Figura 1.2. ll-lustracié esquematica del sistema VEGF/VEGFR. La familia VEGF inclou VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D i PIGF, els quals s'uneixen al seu receptor especific regulant el procés angiogénic.
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Tot i la implicacio de tots els factors VEGF en el creixement i manteniment dels vasos,
VEGF-A (també referit com VEGF) ha esdevingut el gran protagonista en el procés
angiogénic. Quan VEGF-A s'uneix al seu receptor endotelial VEGFR2 (anomenat també
KDR o FLK-1), aquest pot exercir de manera transitoria la seva activitat quinasa i formar
un complex amb una tirosina intracel-lular o serina/treonina quinasa. Els receptors
activats donen lloc a l'activacié d'altres proteines intracel-lulars i a la produccio de
diversos missatgers. Finalment, aquests senyals es transmeten al nucli i indueixen
I'expressio de gens especifics, modulant aixi la proliferacio, la supervivéncia, la migracié
i la permeabilitat de les ECs (8).

La senyalitzacié de VEGF-A/VEGFR2 sembla induir respostes cel-lulars implicades en
I'angiogénesi modulant la senyalitzacié de vies tant importants com MAPK, PI3K, AKT,
PIC-y i petites GTPases (9). De fet, I'haploinsuficiencia del gen codificant per VEGF-A,
resulta en letalitat embrionaria a causa de la formacié anormal del vasos sanguinis durant
la gestacié (10). VEGF-A es pot unir tant a VEGFR1 com a VEGFR2, tenint una afinitat
més alta amb el primer. Curiosament, VEGFR1 té una activitat tirosina quinasa molt més
feble en comparacié amb VEGFR2, i també pot existir en la seva forma secretada i
inactiva, actuant per tant com un esquer que regula la magnitud de la resposta pro-
angiogeénica. Estudis en ratolins han demostrat la importancia d’aquests receptors durant
el creixement dels vasos, ja que els animals amb deficiéncia de VEGFR1 o VEGFR2
moren durant el desenvolupament embrionari primerenc a causa de defectes vasculars
greus, perd mostren fenotips oposats. Mentre que els ratolins amb manca de VEGFR2
mostren deficiencies en la formacié dels vasos degut a la falta de proliferacid i
germinacié endotelial (11,12), ratolins amb deficiencies en VEGFR1 mostren una
expansio i desorganitzacio excessiva de I’endoteli (13).

VEGFR3 (també conegut com FLT-4) és activat per VEGF-C i es troba present a totes
les ECs durant el desenvolupament del sistema. En concret, s’ha demostrat la seva alta
expressio en els sprouts angiogénics, on la seva abséncia es reflecteix en una disminucio
de a germinacié dels vasos, aixi com un impacte negatiu en la proliferacio endotelial i la
densitat vascular (14). Altres estudis també suggereixen que VEGFR3 controla la
senyalitzacio de VEGF-A/VEGFR2 i la permeabilitat dels vasos, prenent especial
importancia en el manteniment de la quiescéncia endotelial (15). D’altra banda, en la
xarxa vascular madura la expressio de VEGFRS3 es restringeix a les cél-lules endotelials
limfatiques (LECs), sent aquest considerat un factor clau durant la limfangiogénesi (16).

3.2.2. La via de senyalitzacio de Notch

Notch constitueix una via de senyalitzacié crucial durant I'embriogénesi, en especial per
al sistema circulatori. Es tracta d’una via altament conservada al llarg de I'evolucio,
constituida de quatre receptors (Notch1, Notch2, Notch3 i Notch4) i cinc lligands (DII1,
DII3, Dll4, Jagged1 i Jagged?2). L'activacio de la via s'inicia per el contacte directe cél-lula-
cél-lula, entre un lligand transmembrana i el receptor de membrana de la cél-lula veina.
Aquesta unio provoca l'alliberament del domini intracel-lular de Notch (NICD), el qual es
trasllada al nucli i s'acobla amb la proteina d'unié a I'ADN RBPJ per regular la transcripcio
de diversos gens modulats per Notch, inclosos HES, HEY i DIl4. La EC expressa
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principalment els receptors Notch1 i Notch4, i els lligands DII1, DIl4 i Jagged1 (17).
Multiples estudis sobre el rol de Notch durant I'angiogénesi han demostrat la funcié
essencial d’aquesta. Més concretament, la inactivacié de Notch1 o DIl4 provoquen el
descontrol dels processos angiogenics donant lloc a un augment de I'sprouting. En
concordanca amb aquests resultats, la sobreactivacid6 de Notch resulta en el fenotip
oposat. Com veurem amb més detall en I'apartat seglent, I’eix de senyalitzacio de DIl4 i
Notch dirigeix I'especificacié endotelial necessaria per a la formacio de nous vasos.

3.3. Sprouting angiogenesis: regulacié i senyalitzacio

L’angiogénesi per germinacié o sprouting angiogenesis és un proces bioldgic dinamic i
complex que implica la formacio de nous vasos a partir dels conductes ja existents. Es
tracta d’un esdeveniment fonamental durant el creixement i desenvolupament dels
teixits, aixi com durant la iniciacié i progressio de diverses malalties.

En resum, les ECs que formen les parets dels vasos sén estimulades per migrar i
proliferar. Factors de creixement i altres components extracel-lulars estimulen I'endoteli
per formar un sprout, que s’estén a través de la matriu extracel-lular, per finalment formar
un nou lumen. Aquest procés es pot dividir en cinc passos: iniciacié, elongacio,
anastomosis i formacid del lumen, maduracié i remodelacid, i restabliment de la
quiescencia.

3.3.1. Iniciacié i elongacio

En aquells teixits on es requereix vascularitzacié es produeixen una gran varietat de
senyals moleculars que estimulen la proliferacié i mobilitzacié de les ECs. La hipoxia
present en aquestes arees fa que els teixits generin i secretin factors de creixement
vascular, uns factors pro-angiogénics que s’uneixen als seus receptors, enriquits a la
superficie de les ECs. Aquest senyal paracri inicia I'activacié de I’endoteli i tot el procés
angiogenic.

Les ECs i les céllules murals comparteixen una membrana basal formada per proteines
de la matriu extracel-lular que formen una maniga al voltant dels conductes (18). Aquesta
membrana basal i la capa de cél-lules murals impedeixen que les ECs del vas abandonin
les seves posicions. Per aquest motiu, a l'inici de la germinacio, les cél-lules activades
per els senyals VEGF seran les encarregades de secretar metal-loproteases (com per
exemple MMP1) amb l'objectiu de degradar la membrana basal que les envolta i
alliberar-les, facilitant 'espai necessari per a la seva expansio. Les cél-lules activades
lideraran el procés angiogénic, i a la vegada, s’encarregaran de transmetre el senyal i
coordinar les cél-lules adjacents. Les anomenades cél-lules de punta o cél-lules tip, sén
aquelles que promouen i guien la migracio al front angiogénic d’acord amb el gradient
de VEGF. D’altra banda, les cel-lules de tija o cél-lules stalk, son aquelles situades a
continuacié de les primeres, amb la missio d’elongar-se i proliferar, donant suport a la
formacié dels nous vasos. L’especificacio entre les cél-lules tip i stalk és controlada per
la interacci6 entre la senyalitzacié de VEGF i Notch.
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Inicialment, les cél-lules tip sén activades per VEGF-A, que mitjancant la seva unié al
receptor VEGFR2, canvien la seva morfologia, comportament i metabolisme per tal de
formar projeccions citoplasmatiques (fil-lopodis i lamel-lopodis) i induir la seva capacitat
migratoria. Un cop activades, les cel-lules tip augmenten I'expressio del lligand Dll4, el
qual s’uneix al receptor de Notch1 de les cél-lules contiglies o stalk, activant aixi la via
de senyalitzacié molecular Notch en aquestes ultimes. La senyalitzacié de Notch inhibeix
I’especificacio a EC tip mitjangant la disminucio de I'expressio dels receptors VEGFR2 i
augmentant de I'expressio de VEGFR1. VEGFR1 té alta afinitat per unir-se a VEGF-A,
pero baixa capacitat activadora (19), pel que disminueix la sensibilitat a I'estimulacié amb
VEGF. A més a més, Notch activa la transcripcié de gens com HES, HEY (17), PTEN (20)
i NRARP (21,22), entre altres, contribuint aixi a I'especificacié de la cél-lula stalk. La
transicié de les céllules tip/stalk, mitjangant la inhibicio lateral mediada per la
senyalitzacio VEGFR2-DIll4-Notch, fa possible I'especialitzacio com a tip d’'una sola
cél-lula en un grup de ECs (Figura 1.3). Tot i aixi, aquest és un procés en continua
evolucid, on trobem una constant competicio per assolir el lideratge de I'angiogénesi
que fa possible la migracio optima de les cél-lules d’acord amb el gradient de senyals
pro-angiogénics (23). De fet, treballs anteriors han demostrat que la inactivacié
farmacologica de Notch o DIl4 dona lloc a la hipertrofia vascular, degut a 'augment de
cél-lules especificades com a tip (24,25).
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Figura 1.3. Especificacio de les cél-lules tip/stalk durant I'angiogénesi germinativa. Durant
I'angiogenesi germinativa, les vies de senyalitzacio VEGF i Notch estan directament implicades en
I'especificacié de les cel-lules tip i stalk a I'endoteli vascular. VEGF-A interacciona amb VEGFR2,
expressat a la superficie de les ECs dels vasos quiescents, el que indueix la seva activacio, I'especificacio
com a cél-lula tip i expressié de DIl4. A seu torn, DIl4 a la superficie de les cél-lules tip permet I'activacio
del receptor Notch1 a les cél-lules adjacents o cel-lules stalk. La senyalitzacié de Notch en aquestes
ultimes indueix I'especificacio de la cél-lula mitjangant I'expressié de gens com HES, HEY o PTEN, i a la
vegada, facilita I'expressio de VEGFR1 i redueix I'expressié de VEGFR2.
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Un cop diferenciades, les cél-lules stalk, presenten molt pocs fil-lopodis, ja que
s’especialitzen en donar suport al creixement dels vasos i la correcta formacio del lumen
mitjangant la formacié d’unions cel-lulars. L’activaci6 de Notch a les ceél-lules stalk
desencadena I'expressio de NRARP, que a la vegada activa la via de senyalitzacio Wnt/[3-
catenin per tal de regular la proliferacié endotelial i I’estabilitat del vas (21,22). Per fer-
ho, Notch indueix un arrest del cicle cellular mitjangant la senyalitzacié de PTEN (20),
per, a continuacio, promoure la via de Wnt, la qual activara la proliferacié (mitjangant
Lef1/Cyclin D1) superant I'efecte anti-proliferatiu inicial de Notch (22). A més a més, la
senyalitzacio continuada de Notch a les cél-lules stalk, indueix una expressié diferencial
de VE-Cadherin, que impulsa canvis estructurals en el citoesquelet d’actina, facilitant aixi
les unions cel-lulars estables, I’elongacié del nou vas i la produccio de la nova membrana
basal (26,27). Es important tenir en compte que les identitats tip i stalk sén fenotips
transitoris i no destins cel-lulars definitius, ja que per expandir la xarxa de vasos, les EC
pateixen cicles iteratius de germinacio, ramificacié i tubulogénesi, que requereixen
transicions dinamiques entre aquests dos tipus cel-lulars (28).

A nivell molecular, les cél-lules tip es caracteritzen per I'alta expressié de DIl4, PDGFB,
NRP-1, MT1-MMP, VEGFR-2 i VEGFR-3 i baixos nivells d’expressido de gens governats
per la senyalitzaci6 de Notch (28,29). Aquest tipus cel-lular també s’especialitza en
I'expressio de receptors que facilitaran la correcta orientacié de 'angiogénesi, com ara
ROBO, UNCS5B, PLEXIN-D1, NRPs i membres de la familia EPH (28). En canvi, el perfil
d’expressio genética de les cél-lules stalk es caracteritza per I'increment de VEGFR-1,
NRARP, els lligands de Notch, Jagged1 i DIl1, Robo4 i VCAM1 (29).

3.3.2. Anastomosis i formacié del lumen

Anomenem anastomosis vascular al procés per el qual es connecten dos brots
angiogeénics. L’anastomosis consisteix per tant en la formacio d’un nou contacte estable
entre dues ECs, ja siguin cél-lules tip, o bé, entre un brot angiogénic i un vas estable i
funcional. Podem distingir dos mecanismes d’anastomosis diferents depenent del
context; 1) els brots que es fusionen no estan lumenitzats, 2) I'anastomosis es dona entre
vasos lumenitzats i en presencia de pressid sanguinia. En qualsevol dels casos,
I'anastomosis requereix el contacte entre dues ECs mitjangant la interaccié dels seus
fil-lopodis i la fusié de les cél-lules. També els macrofags poden jugar un paper important
facilitant la unio entre cél-lules tip (30).

Quan la connexié entre ECs s’estabilitza, s’inicia la generacié de la nova membrana
apical i la seva expansio al llarg del nou vas. Un cop consolidada la unio, es requereix la
lumenitzacié del conducte per iniciar la irrigacié sanguinia. Durant els darrers anys, s’han
proposat diferents mecanismes de lumenitzacio vascular, ressaltant com a més comuns
dos d’ells. Per una banda, les ECs poden formar el lumen per coalescéncia de vacuols
intracel-lulars (pinocitics), que s'interconnecten amb vacuols de ECs veines. Aquest
mecanisme també es coneix com “buidament cel-lular” (31,32). Altres estudis han
descrit també fenomens de reajustament morfologic de la EC i remodelacio de les unions
cél-lula-cél-lula per a la obertura del lumen. En aquest cas, després de definir la seva
polaritat, la membrana apical de la EC (en contacte amb el lumen) es revesteix de
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glicoproteines carregades negativament, adquirint un senyal repulsiu que dona lloc a la
obertura del lumen extracel-lular (31,33). Els mecanismes per a la formacié del lumen
vascular dependran del tipus de vas i de teixit a vascularitzar.

3.3.3. Maduracio, estabilitzacio i quiescéncia

La maduracié del vas és essencial per a la seva funcionalitat i inclou tres passos
principals: la formacié d’unions entre les ECs, el reclutament i associacio a les cél-lules
murals corresponents, que donaran suport a les ECs, i la reconstitucio de la membrana
extracel-lular, que protegira el vas i li permetra el contacte amb el teixit que I’envolta (34).

A la vegada, I'arribada del flux sanguini al nou conducte remodelara la xarxa i iniciara
I'activacio de vies de senyalitzacio, com per exemple, la del factor de transcripcié KLF2
(35), el qual és sensible a I’estres produit per la pressid i la friccio del fluid (shear stress).
Les forces hemodinamiques sén capaces de remodelar grans artéries i esdevenen un
factor important per al manteniment de vas i la seva expansié colateral. Amb I'inici de la
perfusio, I'intercanvi d’oxigen i nutrients provoca una reduccio en la preséncia de VEGF
al teixit i, per tant, la disminucio de I’'angiogénesi i la transicio de la EC a un fenotip més
quiescent. Durant aquest procés, les ECs també sofriran una diferenciacio cel-lular per
tal d’adaptar-se a les demandes del propi teixit i al tipus de vas del que formen part (36).

3.3.3.1. Unions cel-lulars

Les unions entre les ECs que formen el vas, no només facilitaran la uni¢ solida entre
elles, sind que també seran clau per a la seva comunicacio i la regulacié de la
permeabilitat i integritat del conducte. Aquestes connexions es formen mitjangant
complexes multi-proteics que inclouen elements transmembrana i intracel-lulars. A més
de connectar les ECs entre elles, també fan possible la interaccio amb altres tipus
cel-lulars i la matriu extracel-lular que les envolta, a la vegada que participen en la
comunicacio i transmissioé de senyals a components intracel-lulars en resposta a senyals
extracel-lulars.

Trobem dos tipus principals d’unions entre ECs segons la seva composicio i localitzacio:
unions estretes o tight junctions (TJs) i unions adherents o adherent junctions (AJs). Les
TJs es troben a la part més apical del vas i la seva funcio principal és la regulacio de la
permeabilitat del mateix (37), pel que tenen especial importancia durant la formacié de
la barrera hematoencefalica (38,39). Aquest tipus d’unions inclouen proteines de la
familia de les claudines i les ocludines, entre altres. Per altra banda, les AJs es troben a
posicions més basals i, a més d’iniciar el contacte entre cél-lules i regular la permeabilitat,
també regulen la remodelacié del citoesquelet i contribueixen significativament a la
senyalitzacio cel-lular. En aquest cas, les proteines més abundants sén les cadherines i
les catenines (37). En concret, VE-Cadherin, una proteina transmembrana implicada en
I'organitzacio de les AJs, destaca per la seva especificitat endotelial i per I'important
paper durant el desenvolupament vascular embrionari, aixi com al manteniment de la
vasculatura adulta. S’ha demostrat que VE-Cadherin pot formar complexes amb VEGFR2
i membres de la familia TGFB, esdevenint un factor clau per a la regulacié de la
diferenciacio, el creixement i I'estabilitat endotelial (37,40). De fet, la deficiéncia o
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abséncia d’aquesta proteina durant el desenvolupament embrionari causa greus
defectes vasculars incompatibles amb la vida (41).

3.3.3.2. Cél-lules murals

Un altre aspecte fonamental per a la maduracio i estabilitzacio dels vasos sanguinis és
I’associacio amb les cél-lules murals, es a dir, aquelles cel-lules especialitzades en cobrir
els vasos aportant estabilitat estructural, perd que també participen directament en la
regulacio de la proliferacio i la migracié endotelial. Les podem dividir entre cél-lules
musculars llises (vSMCs) i pericits (PCs). Mentre els PCs estableixen contacte directe
amb les ECs a capil-lars i arterioles o vénules de petit diametre, les vYSMCs recobreixen
els vasos de gran calibre com artéries o venes, mantenint-se separades de I'endoteli per
una lamina basal (28,42). A més a més, les cél-lules murals no serveixen tan sols com a
suport estructural per als vasos, siné que també contribueixen a la sintesis i organitzacio
dels components de la matriu extracel-lular.

Els PCs estan incrustats a la lamina basal, en contacte directe amb les ECs capillars. Tot
i el creixent interés en aquest tipus cel-lular durant els darrers anys, aquests continuen
sent una entitat relativament poc definida (42). Marcadors com NG2 (43), PDGFR[ (44),
aSMA (45) o desmina (46) son utilitzats per identificar els PCs. No obstant, cap d’ells és
estrictament especific ni extrapolable a tots teixits, pel que cal tenir en compte que totes
aquestes molécules també poden ser presentades per altres tipus cel-lulars, com ara
fibroblasts perivasculars, vSMCs i macrofags.

A la literatura s’han descrit diverses vies de senyalitzacié implicades en I'especificacio,
diferenciacio i reclutament de les cél-lules murals. La interaccié entre el lligand PDGFB i
el receptor PDGFR[ té un efecte directe durant el reclutament de PCs. La secrecié de
PDGFB per part dels brots angiogénics de I'endoteli serveix com atraccioé per als PCs
propers, els quals expressen PDGFRB. A més a més, PDGFB també estimula la
proliferacio de vSMCs i indueix la diferenciacié de progenitors mesenquimals a cél-lules
murals (47,48). L’adequada expressio, unio i la correcta localitzacio tant de PDGFB com
de PDGFRp soén trets essencials per la maduracio vascular, ja que la inactivacio de
qualsevol dels dos components dona lloc a deficiencies en el revestiment mural,
disfuncioé vascular i hemorragies letals durant el desenvolupament embrionari de ratoli
(49-51).

Mentre que l'eix PDGFB/PDGFR s'ha definit com una senyalitzacié de I'endoteli cap a
les cél-lules murals, una altre via de senyalitzacié important com la de I’Angiopoietina
(ANG) i el receptor TIE2, presenta I'orientacié oposada. ANG1 és secretada per els PCs
per unir-se al receptor TIE2 a les ECs. Aquesta unid promou la supervivéncia i
quiescéncia de les ultimes. Pel contrari, ANG2 , antagonista de TIE2, és secretada per
les ECs a l'inici del procés angiogénic, promovent aixi la desconnexié dels PCs. Es
evident per tant que el balang entre ANG1 i ANG2 esdevé essencial per a I'equilibri de
la xarxa vascular (28,52,53). En definitiva, alteracions en la densitat o unions inestables
entre les cél-lules murals i I'endoteli sén desencadenants d’anomalies vasculars amb
greus repercussions per a la funcionalitat del sistema vascular. De fet, nombroses
malalties humanes, com ara la retinopatia diabética, les malformacions venoses o alguns
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casos de tumors solids, han estat associades amb defectes en la cobertura mural dels
vasos (48).

3.3.3.3. Matriu extracel-lular

La matriu extracel-lular o ECM és una xarxa complexa de proteines, glicoproteines,
proteoglicans i polisacarids. Mitjangant multiples interaccions entre siiamb els receptors
de les superficies cel-lulars, 'TECM determina les propietats fisiques i mecaniques dels
teixits i influeix significativament en el comportament de la cél-lula. Aquesta estructura
acel-lular proporciona suport adhesiu i mecanic per als constituents cel-lulars, dirigint la
seva organitzacio morfoldgica i prenent partit en les funcions fisioldgiques mitjangant la
unid a factors de creixement. A I’endoteli, s'han identificat dues entitats extracel-lulars
bioquimicament i morfoldogicament diferenciades: la matriu intersticial i la membrana
basal. La primera esta formada principalment per col-lagens fibril-lars i no fibril-lars, fibres
elastiques i glicoproteines que contenen glicosaminoglicans (hialurona i proteoglicans).
En canvi, la membrana basal esta composta per lamines de matriu extracel-lular altament
especialitzades que envolten céllules epitelials o endotelials, hialurona format per
col-lagen IV, laminines, entactina i proteoglicans de sulfat d'heparan. Aquesta estructura
pot contribuir directament en la regulacio de la morfologia cel-lular, I'expressio génica, la
proliferacio, la migracio i I'apoptosi endotelial (54,55).

L’ECM és una estructura altament dinamica, en continua remodelacid, que es forma per
la deposicio, degradacio i modificacid dels seus components. La degradacié de la
membrana basal és determinant durant 'inici de I'angiogénesi, on la seva remodelacio
mitjancant metal-loproteases de membrana fa possible la senyalitzacié i expansio dels
vasos, aixi com la migracio i orientacio dels pericits. AQuesta matriu també proporciona
una bastida d’unié per a gran varietat de citocines i factors pro-angiogénics que
exerceixen funcions de senyalitzacio per a la coordinacié de la formacio del teixit (56).

3.3.3.4. Remodelacio i quiescéncia

Un cop formades, les xarxes vasculars es someten a processos de remodelacio amb
I'objectiu de formar una vasculatura funcional i madura. Per tant, vasos o branques
vasculars que ja no siguin necessaries sofriran una regressio o pruning (57). L’abséncia
de factors que promoguin la supervivencia de la EC, com ara VEGF, pot causar la
regressio dels vasos sanguinis com a conseqiéncia de la mort endotelial per apoptosis
(57). Altrament, hi ha evidéncies que mostren que el procés de pruning depén de la
migracio i reordenacié de les ECs als vasos veins. En aquest cas, els canvis locals de
flux sanguini afavoreixen la reorganitzacio de les ECs i la absorcié del vas en regressié
(58-60).

Finalment, a mesura que els nous vasos satisfan les necessitats d’oxigen i nutrients del
teixit, els nivells de proliferacio i migracio endotelial disminueixen, esdevenint quiescents.
Aquestes cél-lules, també anomenades cél-lules phalanx, sén les encomiades a garantir
la integritat del vas i sobreviure a possibles situacions d’estrés. Per aix0, cal que
desenvolupin I'habilitat de generar i rebre senyals de supervivéncia autocrines i
paracrines. La senyalitzacié mitjangant VEGF a les cél-lules phalanx actua com a senyal
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anti-apoptotica, perd no indueix proliferacio, a diferéncia del que em vist en el context
angiogeénic (11). Curiosament, la propia EC quiescent també és capac de generar VEGF,
activant aixi la via de senyalitzacio PI3K/AKT, la qual evitara la mort cel-lular (28,61). A
meés a més, la quiescencia i supervivencia cel-lular també és regulada per la senyalitzacié
de ANG1/TIE2 (62,63), BMP9/ALK1 (63), i la pressio del flux sanguini o shear stress,
mitjancant 'activacié de KLF2 i la produccio d’oxid nitric (NO) (28). El manteniment de
I'estat quiescent de I'endoteli és de vital importancia per a la integritat dels sistema
vascular, per tant, la seva desregulacio por donar lloc a escenaris patogéenics, com per
exemple, el desenvolupament de malformacions vasculars al cervell degudes a
deficiéncies en la senyalitzacié de BMP9 o CCM1-3 (64).

4. Diferenciacio6 i especialitzacié de la cél-lula endotelial

L'establiment de la identitat arterial, capil-lar i venosa de les ECs és fonamental per a la
configuracio de l'arbre vascular. L'especificacidé arterial i venosa de I'’endoteli és
determinada per factors genétics, tot i que les céllules circumdants i les forces
hemodinamiques també poden contribuir a la decisi6 de la identitat cel-lular. Desxifrar la
complexa interaccié entre les vies genétiques i epigenétiques, aixi com els senyals
extracel-lulars i biomecanics que orquestren la diferenciacié endotelial ha estat de vital
importancia per comprendre els mecanismes subjacent a nombroses patologies
vasculars.

La identitat de les ECs ha estat determinada per I'expressié de determinades molécules
i marcadors que acompanyen, i fins i tot contribueixen, a la seva funcionalitat i morfologia
especifica. Tot i que durant les ultimes décades s’han descobert nombrosos marcadors
relacionats amb les diferents subpoblacions endotelials, encara trobem mancances en
la compressié de les vies de senyalitzacio que activen aquests programes moleculars i
les signatures genétiques que sorgeixen a partir d’elles. En aquest apartat veurem com
es regula la diferenciacié dels progenitors endotelials, aixi com el paper que té la
pertorbacio d’aquests mecanismes en certes doléncies.

4.1. Desenvolupament dels progenitors endotelials

Durant el periode inicial de I'embriogénesi, les cél-lules mesodérmiques es diferencien
per donar lloc a I’'hemangioblast. Aquest continua la seva especificacio per donar lloc a
dues subpoblacions progenitores: les célllules precursores hematopoétiques i les
céllules precursores endotelials (Figura 1.4). Es aleshores quan les cél-lules
precursores endotelials s'associen entre si per formar illots cel-lulars (angioblasts), els
quals son capagos d’organitzar-se formant els vasos primitius i I'aorta dorsal mitjangant
vasculogénesi. Com a resultat, es desenvolupa el plexe capil-lar primitiu i, seguidament,
una xarxa capil-lar primaria. A mesura que I'embrid creix i els teixits augmenten en volum,
la xarxa capil-lar primitiva s’expandeix, mitjangant angiogénesis, amb I'objectiu de
satisfer la creixent demanda d’oxigen i nutrients. Amb I'expansié de I’endoteli, també
augmenta el grau de diferenciacio i especialitzacio cel-lular, fins el punt en que les ECs
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dels capil-lars més petits adquireixen propietats especifiques del teixit que nodreixen.
Per exemple, la xarxa capil-lar cerebral presenta unions endotelials caracteristiques per
tal de controlar estrictament la permeabilitat de I'endoteli a soluts i cél-lules inflamatories.
Pel contrari, a altres organs, com el fetge o la medul-la dssia, els vasos sinusoidals
mostren fenestracions que fan possible una permeabilitat dinamica a cél-lules sanguinies
i proteines circulants.

Cél-lules
mare
embrionaries

J Wnt, FGF2

Mesoderma

Wnit, BMP4,
ETVZ,

VEGF/VEGFR2 l Hemangioblast

Progenitors
Endotelials

t VEGF l + VEGF

{ !

Cél-lules Nrp2
f————— Endotelials S
Venoses PI3K/AKT
VECs

}

Match, Dil4,
Ephrin-B2,
HEY1/2,
CXCR4,
MAPK/ERK

Cél-lules
Endotelials
Arterials
AECs

Cél-lules
Endotelials
Limfatiques
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COUP-TFII
S0X18,
PROX1,LYVET

LECs

Figura 1.4. Model esquematic del desenvolupament vascular embrionari i la diferenciacié
endotelial. Les cél-lules endotelials deriven de precursors mesodérmics que es diferencien formant
I’hemangioblast. Aquest es diferenciara donant lloc a les cél-lules endotelials progenitores, que
continuaran la seva especificacio cel-lular fins a esdevenir cél-lules endotelials venoses, limfatiques o
arterials. Podem veure les vies de senyalitzacié o marcadors cel-lulars més importants en cada una de
les subpoblacions endotelials descrites.

4.2. L’arterialitzacié venosa

La sang rica en oxigen provinent del cor es lliura a la resta teixits a través de les artéries.
La necessitat de construir un sistema circulatori estable que proporcioni els nutrients i
I'oxigen adequats a totes les cél-lules del cos (65) fa que I'arteriogénesi o formacio de
les artéries sigui un procés essencial durant lI'embriogénesi dels mamifers. Tot i el
creixent interés en I'estudi i comprensio de l'arteriogenesi, I'origen de les cél-lules
endotelials arterials (AECs) segueix guardant nombroses incognites. En estudis recents,
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investigadors del camp de la biologia vascular presenten proves convincents de la
conversié embrionaria i generalitzada de les cél-lules venoses a cél-lules arterials. Per
dilucidar el mecanisme subjacent de I'especificacio arterial, avancos en estudis de
tracament dels llinatges endotelials han demostrat que les artéries sorgeixen a partir de
brots angiogénics del sinus vends, tant en etapes embrionaries, com en estats posteriors
a l'organogénesi (66,67). També, les darreres tecnologies per a la seqlienciacié de
cél-lules individuals (single-cell RNA sequencing o scRNA-seq), juntament amb I'analisi
de les trajectories d’expressio génica de les diferents subpoblacions, han determinat que
les ECs residents a venes i capillars experimenten una conversid molecular per
convertir-se en AECs i formar les arteries (68-71).

En linia amb aquests treballs, estudis anteriors també han evidenciat que les ECs fip,
derivades de vasos venosos, contribueixen directament a la formacié de les artéries
emergents. Com sabem, durant el procés angiogenic, les cél-lules tip adquireixen
capacitats migratories per guiar i liderar la formacié dels nous vasos cap al teixit no
vascularitzat. Estudis en la dinamica i comportament d’aquestes cél-lules durant el
desenvolupament vascular han provat que, després de competir al front angiogénic pel
lideratge de la germinacio vascular, les cél-lules tip canvien la seva direccié migratoria i
es mobilitzen a contracorrent del flux per, finalment, ocupar posicions arterials definitives
(72,73). Aquest comportament depén criticament de la funcido del receptor de
quimiocines CXCR4a i l'activitat de Notch. La senyalitzacié d’ambdues vies indueix
I'especificacio pre-arterial de les cél-lules tip, de manera que aquelles cél-lules amb alta
activitat Notch es dirigeixen a les artéries en desenvolupament, mentre que la resta
continua competint en el front angiogénic (73).

4.3. Regulacid transcripcional de la diferenciacio arteriovenosa

Fins al anys 90 es pensava que les caracteristiques propies d’arteries i venes eren
controlades per les mateixes forces hemodinamiques, com la pressié sanguinia i
diferencies en I'oxigenacio de la sang que transporten. En canvi, aquesta idea va canviar
completament amb el descobriment de I'expressié diferencial de Ephrin-B2 i el seu
receptor EPHB4 a cél-lules arterials i venoses embrionaries, inclus abans de I'inici del
flux sanguini i el batec cardiac (74,75). Des de aleshores, multiples marcadors
moleculars i vies de senyalitzacid6 han estat identificats com a reguladors de la
remodelacio i diferenciacio de la xarxa endotelial.

Concretament, les AECs expressen les proteines d'unié CX37 i CX40 (76,77),
components de la via Notch, com ara DIl4 (78), aixi com el coreceptor de VEGF, NRP-1
(79). D'altra banda, les cél-lules endotelials venoses (VECs) expressen especificament, o
a nivells més alts, certs membres de la via de VEGF, com el coreceptor NRP-2 (79) i el
receptor VEGFR3 (14,80), el factor de transcripci6 COUP-TFIl, el qual regula
negativament la via de Notch (81) i el receptor APJ (82). No obstant aix0, no esta clar
fins a quin punt alguns d'aquests marcadors arteriovenosos son essencials per a la
identitat i el desti de la cél-lula. Altres evidéncies també suggereixen que la regulacié de
la identitat endotelial podria estar estretament condicionada per I'efecte de les forces
hemodinamiques. Per exemple, s’ha demostrat que les pressions derivades del flux
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sanguini indueixen I'expressio del factor de transcripcié KLF2, i per tant, I'expressio dels
gens que aquest controla (35). Altres estudis també han mostrat com la disminucio del
contingut d’oxigen en sang pot causar el detriment en marcadors arterials (83).

L’escenari vascular mostra una complexa xarxa jerarquica amb una gran diversitat de
senyals i respostes cel-lulars, el que posa de manifest la capacitat plastica de les ECs
per canviar d’un fenotip a un altre en funcio de les necessitats del teixit. Els mecanismes
dels que disposen per fer-ho encara no estan del tot clars, perd s’han descrit alguns
factors clau per a la transicié entre les identitats endotelials.

4.3.1. VEGF-A i VEGFR2

Com hem descrit anteriorment, el factor de creixement VEGF-A i un dels seus receptors,
VEGFR-2, sén crucials per a I'angiogénesi. En aquest context, VEGF-A esta estretament
relacionat amb la determinaciéo de la identitat arterial, ja que l'activacié de VEGF-
A/VEGFR2 augmenta I'expressio d'Ephrin-B2 a les cél-lules mare embrionaries (84). A la
vegada, VEGF-A inhibeix I'expressio de EPHB4 i estimula I'’expressio de DIl4 (85). Per la
seva banda, I'activaciéo de VEGFR2 estimula I'activitat de Notch i inhibeix I'expressié de
COUP-TFII (86).

4.3.2. Ephrin-B2 i EPHB4

Els receptors EPH sén la familia més gran de receptors de tirosina quinases (RTKs) en
mamifers i s'uneixen als seus lligands transcel-lulars, les efrines. EPHB4 és un receptor
especialment interesant ja que el trobem preferentment a I’endoteli vends, iniciant la
seva expressio el dia E9.0 (en ratolins) (74). EPHB4 s’uneix especificament a un unic
lligand, Ephrin-B2, el qual es troba preferentment a artéries i s’expressa una mica abans
durant I'embriogénesi (E8.5) (74). Durant la vida adulta, la presencia d’Ephrin-B2 i
EPHB4 es manté segregada en artéries o venes, respectivament, pel que es considera
una via de senyalitzacié de gran pes duran la diferenciacié arteriovenosa.

La senyalitzacié Ephrin-EPH pot ser bidireccional, es a dir, la unié entre lligand i receptor
pot generar senyals en les dues cél-lules implicades. Aquesta caracteristica promou la
repulsio cel-lular, el que és crucial per la formacié del sistema vascular en
desenvolupament i necessari per establir el desti arterial i vends (75,86,87). Un tret
caracteristic dels receptors EPH és que son activats en grup (88) i poden donar lloc a
respostes diferencials en funcioé de la seva densitat. L'activacié en el context d'una alta
densitat de receptors EPH indueix les cél-lules a allunyar-se les unes de les altres, mentre
que l'activacio a una densitat més baixa, afavoreix I'adhesio cel-lular (89). D’altra banda,
trobem EPHB4 localitzat a les superficies caveolars, el que suggereix una possible funcio
com a sensor de forces mecaniques (90).

La senyalitzacié d'EPHB4 dona lloc a l'autofosforilacié de les tirosines intracel-lulars
d'EPHB4 i al reclutament de molécules de senyalitzacié addicionals que transmeten el
senyal a la cél-lula (86). Aquesta senyalitzacié es tradueix en 'augment de I'expressio de
molécules d'adhesid, com ara integrines, permetent aixi la invasié dels teixits
circumdants (91). Pel contrari, Ephrin-B2, expressada per les cél-lules arterials, indueix
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I'endocitosi dels receptors de VEGF, promovent la senyalitzacié de VEGFR2 intracel-lular
a I'endoteli (87). Paral-lelament, Ephrin-B2 també té un paper important en el control de
les cél-lules murals mitjangant la modulacié de la internalitzacié i senyalitzacio de
PDGFR( a les vSMCs (92).

4.3.3. COUP-TFII

COUP-TFII (codificat per el gen NR2F2), és un membre de la superfamilia orphan nuclear
receptors. Aquest factor de transcripcié es considera un regulador positiu de I'expressié
de nombrosos gens mitjangant la seva unio a elements de I’ADN. COUP-TFII s'expressa
ampliament en una gran varietat de tipus cel-lulars i té un paper important en la funcié i
I'hnomeostasi de molts teixits i organs. S’ha demostrat la seva participacié en el control
de la diferenciacio de cél-lules mare, I'angiogénesi, el metabolisme de lipids o la glucosa
i el desenvolupament d'6rgans en general (93,94).

En I’'ambit de la biologia vascular, COUP-TFII va ser identificat com el primer regulador
directe de la diferenciacio venosa. Tot i que COUP-TFII esta present tant a I’endoteli com
a les cel-lules murals, I'expressié endotelial es limita a les venes i s'exclou de les artéries,
pel que es considerat un robust marcador venés. Els embrions COUP-TFIlI knockout son
letals a dia E12 després de la fecundacié i presenten un fenotip oposat al que s'observa
amb la pérdua de I'activitat de Notch: una pérdua parcial del desti de les cél-lules venoses
indicada per una expressio reduida (pero no totalment absent) d'Ephb4, juntament amb
I'expressio ectopica de marcadors arterials, com ara DIl4 i ephrin-B2. Per tant, la pérdua
de COUP-TFII a les ECs durant el desenvolupament embrionari produeix que les venes
adquireixin caracteristiques arterials, demostrant un paper critic en la repressié de la
senyalitzacio de Notch, necessaria per al manteniment de la identitat venosa (81,95).
També s’ha demostrat que la senyalitzacio de Notch, prominent en cel-lules arterials,
suprimeix I'expressié de COUP-TFII, restringint aixi la seva activitat a 'endoteli venos
(96). A més a més, estudis en cél-lules privades de COUP-TFIl in vitro han identificat
alteracions en nombrosos gens implicats en la regulacio del cicle cel-lular i derivats de
la via de Notch. Per exemple, FOXC1 i NRP-1, dos gens regulats per la senyalitzacio de
Notch, i HEY1/2, un efector d’aquesta mateixa via, han estat definides com dianes
directes de COUP-TFII (97). COUP-TFIl també sembla induir la inhibicio de I'expressio
d'Ephrin-B2, alhora que augmenta I'expressio del receptor EPHB4 (97,98). Altres estudis
també destaquen el rol de COUP-TFII en la regulacié positiva de la proliferacié mitjangant
el factor de transcripcio E2F1, un dels principals reguladors de la transicio de la fase
G1/S del cicle cel-lular. En aquest cas, I'expressié de COUP-TFIl i la seva associacio a
SP-1 induiria el reclutament de co-activadors que facilitarien I'expressio de E2F1 (97).

Des del seu descobriment, trobem diversos estudis sobre els mecanismes moleculars i
els factors que regulen COUP-TFII. L’expressio d’aquest factor de transcripciéo sembla
estar controlada pel regulador transcripcional BRG1, el qual codifica per una
adenosinatrifosfatasa integrada dins d'un complex de remodelacié de la cromatina.
BRG1 s'uneix a les regions promotores de COUP-TFII per induir la remodelacié de 'ADN
i induir la seva expressio (81). Altres factors de transcripcid, com ETS-1 o ETV-1, també
han estat relacionats amb la regulacié del promotor de COUP-TFII (93,99). No obstant,
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les regions promotores, aixi com les seqliéncies potenciadores o enhancers de COUP-
TFIl presenten un alt grau de complexitat a causa del gran nombre de co-activadors i co-
factors que hi poden prendre part.

Tot i el clar paper pivotant de COUP-TFII, tant en la diferenciacié venosa, com en la
progressié de la proliferacié endotelial, la regulacio de I'expressio d’aquest factor de
transcripcié encara presenta moltes incognites. De la mateixa manera, el ventall de
dianes transcripcionals de COUP-TFII, i per tan, els efectes que aquest pot tenir sobre la
biologia de la EC, també romanen poc definits.

4.3.4. CXCR4 i CXCL12

El receptor de quimiocines CXCR4 i el seu lligand CXCL12 tenen un paper important en
la morfogenesi vascular. CXCR4 s'expressa preferentment en AECs, de manera que la
secrecio local de CXCL12 en alguns teixits determina el patré organotipic de la
ramificacio arterial. Estudis anteriors han mostrat com I'expressié de CXCR4, i per tant,
la senyalitzacié CXCL12/CXCR4, és necessaria per a una ramificacié arterial adequada
als organs en desenvolupament (100,101). Tant la pérdua, com la sobreexpressié de
CXCR4 en ECs durant el desenvolupament embrionari condueix a la letalitat pre- o
perinatal a causa de defectes greus en la formacié vascular (100,102). També cal
destacar la importancia de la senyalitzacié de VEGF-A i CXCR4 durant la pre-
especificacio arterial de les EC tip i la formacio de les arteries (72).

4.4. Regulacio transcripcional de la diferenciacio limfatica

L’origen de les LECs ha estat envoltat de certa controvérsia durant els darrers anys. Tot
i que hi ha estudis que apunten a un origen independent (103), la hipotesis més
acceptada és que les cél-lules limfatiques esdevenen a partir de la diferenciacio de
I'endoteli vends. EI gran nombre de marcadors comuns entre aquestes dues poblacions
i, les trajectories genétiques que s’han descrit entre elles, donen suport a la transicié
entre la EC venosa i la poblacio limfatica (104,105).

Les ECs venoses adquireixen un desti limfatic com a resultat de I'expressio de PROX1
(105). PROX1 és un factor de transcripcidé que s’expressa durant el desenvolupament
embrionari a la vena cardinal i sota la regulacié de SOX18, induint la migracié de les
cél-lules als sacs limfatics (106). PROX1 pot alterar la senyalitzacié venosa per induir la
identitat limfatica mitjancant la unié a COUP-TFII. El paper diferencial de COUP-TFII en
la diferenciacio venosa/limfatica ha estat atribuit a la capacitat de formar homo o
heterodimers amb PROX1. Mentre la uni6 de COUP-TFIl homodimérica inhibeix la
diferenciaci6 arterial mitjangant la unié i el bloqueig de les regions promotores dels gens
HEY1 i HEY2 (objectius transcripcionals de la senyalitzaci6 de Notch), la formacié
heterodimerica COUP-TFII/PROX1 no reprimeix HEY1/2 i indueix I'expressio d’un
conjunt de gens limfatics (98).

Un altre marcador limfatic és VEGFRS3, el qual s’expressa inicialment a venes (E8.5).
Tanmateix, durant els dies E14.5 i 16.5 aquest limita la seva expressio als vasos limfatics
(107). Aquest procés va acompanyat de I'expressié de VEGF-C, la isoforma de VEGF
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que s’uneix preferentment a VEGFR3 (108). A diferencia de venes i artéries, a la
membrana basal dels vasos limfatics es formen fenestracions per tal de facilitar I'absorcié
de liquids, una caracteristica que podria ser atribuida a mecanismes desencadenats per
I'activitat de VEGF-C/VEGFR3 (86,109). En paral-lel, 'endoteli limfatic manté I'expressio
de NRP-2, el qual actua com a co-receptor de VEGFR3 i regula la seva senyalitzacio,
promovent aixi la limfangiogénesi (109).

Finalment, destaquem també LYVE-1 com a component clau durant la diferenciacio
limfatica. La seva expressié i unio a I'acid hialuronic afavoreix la migracié dels leucocits
al llarg dels vasos limfatics (86). Es evident per tant que, a més a més dels canvis
estructurals, la diferenciacié molecular de I'endoteli limfatic és determinant per al
correcte funcionament del sistema circulatori i immunitari.

Arteria Capil-lars Vena Limfatics
VEGFR-2 VEGFR-3 VEGFR-3, NRP2
NRP1 NRP2 LYVE-1, podoplanin
DIl4, Notch COUP-TFII PROX1
Efrin-B2 Ephb4 Efrin-B2, Ephb4

Figura 1.5. Representacié esquematica de I’expressié diferencial dels marcadors endotelials.
Indiquem I’expressio caracteristica dels vasos arterials (en vermell), els vasos venosos (en blau) i els
vasos limfatics (en verd). Mentre alguns marcadors s’expressen de manera estrictament especifica en
venes o artéries, d’altres estenen la seva preséncia a la xarxa capil-lar. Imatge adaptada de Rocha i
Adams. 2009

4.5, El cicle cel-lular i el desti de la cél-lula endotelial

Per entendre millor com la senyalitzacid mitjangant Notch i COUP-TFIl regula la
diferenciacié arteriovenosa, cal tenir en compte l'impacte d’aquestes vies en la
progressié del cicle cel-lular (110). Durant I'inici del desenvolupament vascular, I'aparicié
del flux sanguini contribueix a I'activacio de Notch, amb el consequient augment de la
conexina CX37, la qual indueix I'arrest del cicle cel-lular, permetent aixi I'expressio de
gens per a I'especificacio arterial (111). Aquest i altres estudis (112,113), mostren la
necessitat de modular la proliferacié per tal de permetre o restringir la decisié cap a una
determinada identitat cel-lular. Un altre clar exemple d’aquest fenomen el trobem en una
analisi gendmic comparant els llocs d’unié de COUP-TFII a 'ADN. Els gens del cicle
cel-lular comprenen una gran proporcié de les transcripcions regulades per NR2F2,
indicant que aquest factor de transcripcio pot regular directament la progressio del cicle
cellular (114). L'associacié entre la proliferacié endotelial i I'expressio de gens
caracteristics d’identitats venoses i capil-lars recolzen la idea de que les cél-lules que
ciclen activament presenten un biaix en el procés de diferenciacio, afavorint
I'especificacio venosa. Actualment el repte dels investigadors és identificar i definir els
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mecanismes moleculars subjacents al paper de la proliferacié en la diferenciacio
endotelial.

4.6. PIBK/MAPK com a coordinadors de la diferenciacio arteriovenosa

Com hem vist, els mecanismes subjacents a I'especificacio arteriovenosa han estat
objecte d'una investigacié intensiva durant els ultims anys, i aixd ha portat a la
identificacié de diverses vies de senyalitzacié implicades en la coordinacié d'aquest
procés. Estudis en el desenvolupament vascular del peix zebra han proporcionat
evidencies de la necessitat d’'un balan¢ o coordinacio entre dues importants vies de
senyalitzacio: fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) i quinasa regulada extracel-lularment/
proteines quinases activades per mitdogens (ERK/MAPK). El paper antagonic de de
senyalitzacio de PI3K i ERK/MAPK ha demostrat ser determinant per I'especificacio
d’arteries i venes durant la formacio de la xarxa vascular (115).

En embrions murins, les cél-lules destinades a contribuir a les artéries expressen alts
nivells d'ERK activat, mentre que les cél-lules destinades a contribuir a les venes no ho
fan. A més a més, ha estat provat que I'augment de la senyalitzacié d’ERK produeix una
supressio de l'activitat PI3K, facilitant I’estimulacié de I'arteriogénesi i la diferenciacio
arterial. En canvi, la senyalitzacio de PI3K, mitjancant 'activacié d’AKT, ha resultat inhibir
la senyalitzacié de RAF1-ERK1/2 a I’endoteli, impulsant aixi I'especificacié venosa (116—
118). La inhibicio de la branca de PI3K amb inhibidors especifics promou I'especificacio
arterial. Per contra, la inhibicié de la branca ERK bloqueja I'especificacié arterial i la
sobreactivacié d'AKT promou l'especificacio venosa (115). En aquesta linia, altres
investigacions han mostrat com la deficiéncia o insuficiencia del receptor TIE2, i la
consequent inactivacio de la via PI3K, condueix a la formacio defectuosa de la vena
durant I'embriogénesi i el desenvolupament postnatal. Tots aquests resultats recolzen
per tant que TIE2 és essencial per a l'especificacié venosa de la EC, en aquest cas,
mitjangant I'activacié d’AKT i I'estabilitzacié de la proteina COUP-TFII (116). Aixi doncs,
l'equilibri i la interaccio entre les vies de senyalitzacié TIE2-PI3K-AKT i RAF-MAPK-ERK
és considerat un dels factors clau en la regulacié del desti arterial versus venos.

4.7. Implicacions cliniques de la desregulacio de la diferenciacioé endotelial

Els avencos en la comprensié del moment de la diferenciacido de cada subpoblacié
endotelial, aixi com la identificacié de nous patrons d'expressié génica i la seva relacio
amb el cicle cel-lular, han permés entendre la causa i els mecanismes subjacents a
diverses patologies vasculars.

Mutacions al gen codificant per EPHB4 han estat diagnosticades com a causa de
malformacions vasculars, incloent sindromes com la telangiéctasis hemorragica
hereditaria (HHT), malformacions aneurismatiques de la vena de Galé, malformacions
cutanies, malformacions arteriovenoses i anomalies limfatiques primaries (119-124).
D’altra banda, tot i ser crucial durant el desenvolupament embrionari, COUP-TFII
disminueix drasticament la seva expressio en teixits adults sans. No obstant aix0, s’ha
observat que l'increment de I'expressi6 de COUP-TFIl en cors adults pot induir la
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disfuncié mitocondrial, resultant en insuficiéncies cardiaques (125). Altres estudis han
revelat que la modulacié de nivells patogénics de COUP-TFII a 'endoteli podria tenir un
paper important en la susceptibilitat d’arteries i venes a desenvolupar malalties vasculars
com l'aterosclerosi i la calcificacidé vascular, respectivament (126). La desregulacio
d’aquesta proteina també ha estat relacionada amb alteracions en I'angiogénesi tumoral
i el pertinent empitjorament de la prognosis del pacient oncologic (127).

Aquests, i altres exemples, posen de manifest la importancia dels processos
d’especialitzacioé endotelial, pel que l'incipient investigacio dels mecanismes moleculars
que l'orquestren poden ser de vital importancia en el diseny de noves estratégies
terapeutiques de malalties com l'arterioesclerosi, les malformacions vasculars o els
aneurismes.

5. El metabolisme endotelial

El metabolisme de les ECs ha estat reconegut com a una for¢a determinant durant el
procés angiogénic. Vies metaboliques, com la glucolisi, 'oxidacié d'acids grassos i el
metabolisme de la glutamina tenen funcions essencials durant el desenvolupament i
manteniment de vasos. Es important destacar que, en teixits adults i sans, les ECs es
mantenen quiescents durant anys. Pel contrari, en situacions de dany tissular, manca de
nutrients o privacié d'oxigen, aixi com en algunes condicions patologiques, les ECs son
capaces de canviar rapidament el seu fenotip per activar un estat proliferatiu i recolzar
la formacio de nous vasos (128,129). Aquesta capacitat plastica de I'endoteli en vers a
les demandes metaboliques de cada circumstancia és de vital importancia per al
correcte creixement i funcionament dels organs, tant en condicions fisioldogiques, com
en resposta a certes malalties (130). Tanmateix, la transicio entre un estat quiescent i un
estat plenament proliferatiu comporta notables canvis en el metabolisme de la cél-lula, ja
que aquesta s’ha d’adaptar a I'increment de la demanda bioenergética i de biomassa en
un entorn hostil i hipoxic.

Nombroses evidencies demostren que la pertorbacié del metabolisme endotelial pot ser
el responsable de la seva disfuncio, i fins i tot, la causa de diverses patologies, com ara
I'aterosclerosi, la diabetis, malalties oculars neovasculars o el cancer (128). En aquesta
seccio resumirem les principals caracteristiques metaboliques de les ECs, aixi com les
evidéncies més recents que vinculen malalties concretes amb [Ialteracio o la
maladaptacié del seu metabolisme.

5.1. Glicdlisis i respiracié mitocondrial

L’endoteli, tot i ser probablement el tipus cel-lular amb major exposicio a I'oxigen, depén
directament de la glicolisi, generant el 85% de I'ATP mitjanc¢ant la conversio de la glucosa
a lactat (respiraci6é anaerodbica). Curiosament, i en contrast amb altres tipus de cel-lulars,
el consum de glucosa a I’endoteli per la via glicolitica és comparable a moltes cél-lules
canceroses (131). Atés que el metabolisme oxidatiu d'una molécula de glucosa produeix
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moltes més molécules d'ATP que el metabolisme glicolitic anaerobic (36 versus 2), és
desconcertant que I'endoteli no faci Us de la seva localitzacio privilegiada per oxidar la
glucosa. La preferéncia per la via anaerdbica, i per tant, el reduit us del metabolisme
oxidatiu, ha estat justificat per diversos motius; 1) Podria ser un mecanisme per
minimitzar la sintesis d’espécies reactives d’oxigen mitocondrial o ROS, i per tant, per
protegir I'endoteli del d’any oxidatiu. 2) El fet d’evitar la utilitzacié de I'oxigen per al seu
propi metabolisme podria estar maximitzant la difusié d’aquest als teixit perivasculars. 3)
A més a més, durant la germinacié de I'endoteli les cél-lules tip migren a microambients
hipoxics, pel que no poden confiar en el metabolisme oxidatiu i es veuen forgades a
utilitzar la via anaerobica. 4) D’acord amb les necessitats del front angiogénic, la
respiracio anaerobica fa possible una rapida i localitzada produccié d’ATP, el que és
essencial per a la formacio dinamica dels brots de lamel-lopodis i fil-lopodis. 5) Finalment,
'entrada de metabolits glicolitics a altres vies metaboliques laterals garanteix la
produccié de macromolécules bioldgiques necessaries per al creixement, la divisio i la
migracio de la EC (128,132).

A diferéncia d’altres tipus cel-lulars igualment dependents de la respiracié anaerdbica,
com ara els eritrocits o les cél-lules mare embrionaries, les ECs mantenen cert contingut
de mitocondries funcionals i actives, tot i que en menys proporcié que les cél-lules
oxidatives (133). Sota concentracions fisioldgiques de glucosa, només una petita part del
piruvat generat en la primera fase de la glicdlisis entra al cicle de Krebs o cicle dels acids
tricarboxilics (134). No obstant aix0, quan la glicolisi es troba compromesa, la EC manté
la capacitat d’adoptar un metabolisme oxidatiu. D’altra banda, es pensa que les
mitocondries endotelials també compleixen funcions de senyalitzacié (mitjancant la
produccio d’espécies ROS i NO) i participen en la generacié de biomassa (135) (Figura
1.6 B).

La via glicolitica és iniciada mitjangcant I’entrada de glucosa a la EC a través dels
transportadors de glucosa de membrana anomenats GLUTs (136). Aleshores, la glucosa
és fosforilada per I'enzim hexoquinasa-2 (HK2) a glucosa-6-fosfat (G6P) (137). En
situacions amb excés de glucosa, aquesta sera utilitzada per a la sintesis de glicogen, el
qual servira com a reserva d’energia i retornara al metabolisme catabolic en ambients
amb manca de glucosa (128,138). A més a més, quan es requereix angiogenesi,
molécules proangiogéniques com VEGF potencien encara més la glicolisi impulsant
I'expressio d'enzims glicolitics com la fosfofructoquinasa-2/fructosa-2,6-bisfosfatasa 3
(PFKFB3). Per aquest motiu es creu que I'endoteli angiogénic és encara més dependent
de la glucosa que les ECs quiescents, fins al punt que I’endoteli activat demostra especial
sensibilitat a I'abséncia de glucosa (131) (Figura 1.6 A). La inhibicio farmacologica o el
silenciament genétic de PFKFB3 en ECs perjudica el desenvolupament de la vasculatura
in vitro i in vivo (131,139-141). Per contra, la sobreexpressié de PFKFB3 dona lloc a un
augment de la glicolisi, induint un fenotip similar al de les cél-lules tip, el qual posa de
manifest la importancia del flux glicolitic per a I’'angiogénesi (138).

Els nivells de glicolisi es redueixen a les ECs phalanx quiescents en resposta a la
regulacio transcripcional. De fet, la proteina FOXO1 manté la quiescéncia endotelial
suprimint c-MYC, un regulador conegut del metabolisme i el creixement anabdlic, que
dona lloc a una disminucio de la glicdlisi (142). Aquesta dada indica que la senyalitzacio
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entre FOXO1 i MYC és un important regulador transcripcional i un punt de control del
creixement i la proliferacié endotelial. A més, I'expressio de gens reguladors glicolitics
com PFKFB3 i HK2, es suprimeix per 'activacio de KLF2, un factor de transcripcié activat
per la influéncia de la friccié del flux sanguini laminar (143).

5.2. Branques circumdants a la glicolisis: via de la pentosa fosfat i sintesis

d’hexosamines

La glucosa o els seus productes poden ser derivats a rutes metaboliques circumdants a
la glicolisi per recolzar la sintesi de macromolécules i nicotinamida adenina dinucleotid
fosfat (NADPH). La via de la pentosa fosfat (via PPP) és una via lateral de la glicdlisi que,
en dues fases, oxida l'intermediari glicolitic G6P per generar NADPH i ribosa-5-fosfat
(R5P). La produccié de NADPH participara directament en el manteniment de I'equilibri
de les reaccions de reduccié i oxidacio (homeostasi redox), i R5P sera utilitzada per a la
sintesi de nucleotids. La via PPP pren lloc al citosol i presenta dos enzims limitants. En
primer lloc, la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PD) condueix la glucosa a la primera
fase de la via (oxidativa i irreversible) i genera NADPH i R5P. En segon lloc, la
transcetolasa (TK) permet l'inici de la fase de la via no oxidativa i reversible, la qual
genera gliceraldheid-3-fosfat i fructosa-6-fosfat (F6P) a partir de R5P (132). El NADPH
€s necessari per a la sintesi de lipids i nucleodtids, i és utilitzat per 'enzim glutatio
reductasa per convertir el glutatio oxidat (GSSG) en glutatio reduit (GSH), controlant aixi
I'nomeostasi redox intracel-lular i evitant el dany oxidatiu (144,145). A més, el NADPH
s'utilitza per a la generacié d'acids grassos i NO, promovent I'activitat angiogénica (128)
(Figura 1.6 C). La inhibicid6 de qualsevol de les dues parts de la via provoca una
disminucié de la supervivencia endotelial (138), mentre que la sobreexpressié de G6PD
estimula la proliferacio, la migracid i la formacio dels tubs endotelials com a resultat de
I'augment de la produccio de NO i NADPH (146).

Un pas més enlla a la via glicolitica, la F6P també es pot desviar a la via de biosintesi
d'hexosamines (HBP). L'HBP sovint és considera una via de deteccié de nutrients donat
que requereix glucosa, glutamina, acetil-CoA, uridina i ATP per formar el seu producte
final: UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). L’'UDP-GIcNAc és la segona forma de
nucledtid més abundant a l'organisme després de I'ATP, i del qual s’utilitza el grup
GInNAc per la glicosilacio i modificacié posttranscripcional de les proteines (147,148)
(Figura 1.6 D). El paper exacte de I'HBP en a la EC segueix sent poc conegut. Tot i aixi,
s’ha demostrat que una alta concentracié de glucosamina augmenta la glicosilacio de
les proteines i redueix la formacio i la migracié dels vasos sanguinis (149).

5.3. Oxidaci6 d’acids grassos

El paper del metabolisme lipidic a I’endoteli ha guanyat interés en els ultims anys. Tot i
que generalment ha estat acceptat que I'EC genera la major part d"ATP per glicolisi
anaerobica, alguns estudis també suggereixen que I'oxidacioé d’acids grassos (Fatty acid
oxidation, FAQO) pot esdevenir una via important de subministrament d'energia,
especialment en condicions d'estrés, com per exemple, en abséncia de glucosa. La
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utilitzacié que la EC fa dels acids grassos és diferent a molts altres tipus cel-lulars. En
primer lloc, requereix la difusid passiva o el transport dels acids grassos de la sang a
I’espai intracel-lular per iniciar la seva oxidacio (144). En transportar acids grassos de
cadena llarga als mitocondris, la carnitina palmitoltransferasa 1 (CPT1), ’enzim limitant
de la FAOQ, facilita 'oxidacio dels lipids i la conseqiient produccié d’Acetil-CoA. D’aquesta
manera, a més de generar ATP durant el procés, la FAO alimenta el cicle TCA,
proporcionant precursors per a la sintesi de macromolécules i dNTPs, els quals sén
necessaris per la proliferacio (150) (Figura 1.6 1).

5.4. Metabolisme dels aminoacids

5.4.1. Metabolisme de la glutamina i el glutamat

A part dels carbohidrats derivats de la glucosa, el metabolisme de la glutamina, un
aminoacid no essencial, també proporciona substrats intermediaris al cicle TCA. De tots
els aminoacids, la glutamina és el més consumit a I'endoteli i resulta important per al
manteniment de la proliferacio i expansié vascular. Tant els vasos venosos com els
arterials expressen glutaminasa (GLS), el primer enzim de la via que transforma la
glutamina en glutamat i amoniac (151). En abséncia de glucosa, les ECs també poden
oxidar la glutamina i el glutamat, aixi com l'alanina, a gran velocitat. A 'endoteli, el 30%
dels carbohidrats que entren al TCA deriven del metabolisme de la glutamina, una
proporcié comparable a la contribucio de la glicolisi o la FAO (128). També és important
destacar que el glutamat derivat de la hidrolisi de la glutamina pot acabar sent fusionat
amb glicina i cisteina per a la sintesis de glutatio, i per tant, contribuir a la regulacié de
I'nomeostasi redox (Figura 1.6 G). Per aquest motiu, I'esgotament de la glutamina pot
suposar una certa vulnerabilitat per les ECs en front als danys induits per ROS (151,152).
Altrament, el glutamat generat pel catabolisme de la glutamina també es pot convertir en
ornitina, i participar en la produccio de factors proangiogenics, com el NO i les
poliamines (153).

5.4.2. Metabolisme de I'arginina i el cicle de la urea

Tot i que el fetge és I’Grgan principal on té lloc la metabolitzacié de I'arginina, i en general
es creu que és l'unic teixit en que trobem el cicle complet de la urea, recentment s’ha
demostrar que els intermediaris del metabolisme de I'arginina i de la urea també tenen
un paper important a I'endoteli.

A les ECs, l'arginina competeix principalment com a substrat de dos enzims; I'arginasa i
I'oxid nitric sintasa endotelial ((€)NOS). Per una part, la hidrolisi de l'arginina per
arginases produeix urea i ornitina, compostos que es poden utilitzar posteriorment per a
la sintesi de poliamines, glutamat o prolina. D'altra banda, (€)NOS competeix directament
amb les arginases per la captacio d’arginina i la seva conversio en citrul-lina, un procés
que genera NO (el qual actua com a vasoconstrictor) (154). Tenint aquestes vies en
ment, és facil entendre que I'augment dels nivells d'arginasa durant la inflamacié vascular
condueix a I'esgotament de l-arginina, donant lloc a una disminucio de la produccioé de
NO i la consequent vasodilatacié (155).
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Mitjancant el cicle de la urea, la EC té la capacitat de re-sintetitzar I'arginina a partir de
la citrullina per l'accid consecutiva dels enzims argininosuccinat sintasa (ASS) i
argininosuccinat liasa (ASL) (144,156). Aquest mecanisme és important per al
manteniment dels nivells d'arginina en paral-lel a la producci6 continua de NO (156). La
rellevancia d'aquesta estratégia per al reciclatge de I'arginina s’ha fet especialment
evident en estudis que demostren que la reduccié de la produccié de NO endotelial i el
consequent augment de la pressio arterial en ratolins i humans esta relacionada amb

deficiéncies de I'enzim ASL (157) (Figura 1.6 H).
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Figura 1.6. Representacio general de les principals vies metaboliques a les cél-lules endotelials.
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en ECs sanes estan representades amb major opacitat. Imatge obtinguda de Eelen et al. 2018.
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5.6. Pertorbacions del metabolisme endotelial en malalties vasculars

En conjunt, hem vist que les ECs presenten nombrosos trets caracteristiques en la
regulacio i us del seu metabolisme. Cal destacar també la notable capacitat de percebre
i adaptar-se a les condicions nutricionals de cada microambient i a les necessitats de
vascularitzacié o estabilitzacio del teixit on es troben. Aquesta plasticitat esta estretament
regulada per factors transcripcionals i epigenétics, perd en certes ocasions, la seva
desregulacié pot donar lloc a escenaris patologics. Ha estat demostrat que els canvis en
el metabolisme de les ECs condueixen a la disfuncio cel-lular i estan relacionats amb la
patogénesi de diverses malalties com ara l'aterosclerosi, la diabetis, la hipertensié
pulmonar o el cancer, entre d’altres (128).

A partir d'aquestes troballes, el metabolisme endotelial s'ha convertint en un prometedor
objectiu terapeutic. El fet de que I'endoteli presenti unes caracteristiques metaboliques
uniques suggereix que podria deixar al descobert certes vulnerabilitats que podrien ser
considerades atractives dianes terapéutiques. No obstant aixo, la relacio entre el
metabolisme i la disfuncié vascular encara amaga nombroses incognites.

Un clar exemple és la diabetis, una malaltia on la disfuncié de I'EC apareix preco¢gment i
té un paper clau en la patogénesi de les micro- i macro-vasculopaties associades (158).
La hiperglucémia a la que es veuen exposades les ECs condueix a I'acumulacié de ROS
a causa del deteriorament del flux de PPP mediat per G6PD (159). Aquest fet provoca la
saturacio de la glicolisis i 'acumulacié dels intermediaris de la via, els quals seran
forcosament derivats a branques laterals de manera patoldgica (provocant estrés
oxidatiu i altres productes nocius per a la cél-lula) (144).

Un altre exemple el trobem en la neovascularitzacio dels tumors, on els vasos presenten
anormalitats i es caracteritzen principalment per la hiperproliferacid endotelial. La
transicio entre l'estat quiescent i l'estat proliferatiu i migratori de la EC durant
I'angiogenesi tumoral esta estretament relacionada amb la reprogramacio metabodlica.
Les ECs involucrades en el tumor mostren una major dependéncia de la glicolisi que
'endoteli de teixits sans. Aquest canvi es manifesta com un augment dels nivells
d'expressié de gens associats a la glicolisi, com el transportador de glucosa GLUT1 i
I'activador glicolitic PFKFB3 (128,160). En aquest context, també trobem un augment en
la via PPP i d’altres rutes metaboliques que donen suport al catabolisme i a la
descontrolada divisio cel-lular (129). Estudis recents han revelat que el metabolisme de
la EC pot activar I'angiogénesi independentment de la senyalitzacio extracel-lular i, per
tant, la seva inhibicié podria ser un objectiu prometedor per al tractament anti-angiogenic
en tumors. Un exemple que il-lustra aquesta hipotesis el proporciona un estudi on, tant
la deplecié genética com la inhibicié farmacoldgica de PFKFBS3 resulta en la disminucio
de la hiperglucémia, la normalitzacio vascular i la reduccio de la extravasacié de cél-lules
tumorals al flux sanguini i, per tant, la reducci6 de la incidéncia metastatica (160).

El bloqueig d'altres enzims metabodlics també han estat proposats com oportunitats
terapeutiques. De fet, diversos estudis preclinics mostren que la inhibicié farmacologica
o la inactivacio dels gens que codifiquen per enzims metabolics especificament a
I’endoteli, limiten l'angiogénesi en malalties oncoldgiques, isquémiques o inflamatories
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(150,152,161,162). La majoria d’aquests enzims (per exemple, PHGDH) (162) només
participen en I'activacio de la EC quan aquesta es troba en un estat d’expansié anormal
en el teixit adult. En canvi, aquests mateixos enzims es consideren totalment
dispensables en situacions de salut tissular. Aquesta caracteristica fa d’aquestes
proteines dianes especialment atractives, que probablement no causin toxicitats
sistémiques, a I’hora que restableixen la funcionalitat vascular.

6. Models animals per a I’estudi de I’angiogénesi

Tal i com s’ha descrit al llarg d’aquesta introduccio, I'angiogénesi és un procés que
s’inicia durant el desenvolupament embrionari, perd que també té un paper molt
important durant la vida postnatal de I'individu. A causa de la dificultat de recapitular
fidelment un context biologicament rellevant en cultiu cel-lular, la investigacio de
I'angiogénesi s’ha basat en diverses modalitats d’assajos in vivo. Alguns dels métodes
més comuns per estudiar I'angiogénesi fisioldgica i patologica son I’'assaig en membrana
corioal-lantoide de pollastre (163), els empelts d'esferoides endotelials (164) o l'assaig
de cicatritzacio de ferides cutanies (165). També han estat extensament utilitzats models
embrionaris de peix zebra o ratoli, models de tumors solids o la retina postnatal de ratoli
(166).

Malgrat les seves diferéncies anatomiques, els vertebrats comparteixen programes de
desenvolupament similars als que donen lloc al sistema cardiovascular huma. Aixi doncs,
el ratoli ha estat utilitzat com a model clau per a la comprensio de la biologia vascular.
En aquest context, la retina postnatal de ratoli ha esdevingut una eina essencial per a
estudi de 'angiogenesi. A més, la retina és un sistema excel-lent per a determinats
models d'angiogénesi patologica, ja que també és compatible amb diverses estratégies
genetiques i farmacologiques.

6.1. La retina postnatal de ratoli com a model angiogénic

En contrast amb els humans, els ratolins (i altres rosegadors) acabats de néixer
presenten una vasculatura immadura a la retina, constituida inicialment per vasos
primitius o hialoides. En aquest organ, I'arquitectura vascular inicia la seva formacio a
nivell postnatal, una caracteristica que I’ha convertit en un model ideal per al monitoratge
i analisis dels diferents esdeveniments angiogénics.

Després del naixement, el vasos hialoides retrocedeixen progressivament i en paral-lel a
formacié de la nova xarxa vascular. El sistema vascular de la retina comenca a
desenvolupar-se a partir del brot angiogenic situat al voltant del disc optic, formant un
plexe vascular primitiu que es remodelara rapidament en estructures vasculars més i
més complexes. Durant la primera setmana postnatal, els vasos de la retina continuen
estenent-se radialment sobre una capa superficial, formant una estructura vascular
bidimensional. Seguidament, al voltant del dia postnatal 7 (P7), els vasos comencen a
brotar en capes més profundes, per finalment, esdevenir en la formacido de 3 capes
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vasculars diferenciades. El plexe més profund, situat a la capa més externa, es forma
rapidament i arriba a la periféria de la retina aproximadament el dia P12, seguit del plexe
intermedi, el qual es forma entre els dies P12 i P15. Al final de la tercera setmana
postnatal (aproximadament P21), les tres capes vasculars son totalment madures
(Figura 1.7 A). Cal dir perd, que tot i que els diferents estrats vasculars estan
interconnectats per branques perpendiculars, els dos nivells vasculars més profunds no
es remodelen més enlla dels simples plexes capil-lars. Pel contrari, la capa superficial
estableix una arquitectura jerarquica formada per artéries, venes i capil-lars (167,168)
(Figura 1.7 B). D’altra banda, al sistema vascular de la retina, els astrocits i les cél-lules
murals estan estretament associats amb les ECs i intervenen activament en el
desenvolupament dels vasos. Els astrocits seran els encarregats de migrar des del nervi
optic fins a la periféria del mateix, amb I'objectiu de guiar ’'angiogénesi inicial mitjangant
la secrecié de VEGF al teixit hipoxic. Durant la formacié dels nous vasos, les cél-lules
murals migraran per seguir I’estela del front angiogénic i acabar recobrint la majoria de
I’endoteli. L’accié ordenada i seqlencial del conjunt de tipus cel-lulars que prenen part
en aquests procés, aixi com la correcta comunicacio i senyalitzaciéo molecular entre ells,
sera vital per al correcte desenvolupament de la vasculatura (169).

A Desenvolupament vascular de la retina de ratoli
1 l ! /A
I 1 7/ 1
PO P6 P15 P21
naixement
P1-P6 P7-P12 P12-P15
plexe vascular superficial plexe vascular plexe vascular
profund intermig
angiogenesi
B

A: artéria V: vena

front
angiogenic

plexe de
remodelacio

Figura 1.7. Formacio6 de la xarxa vascular durant el desenvolupament de la retina del postnatal
ratoli. A. Esquema temporal del desenvolupament seqiiencial de la xarxa vascular en tres capes
diferenciades a la retina del ratoli. B. Imatge representativa de la deteccid per immunofluorescencia (I1B4)
del plexe vascular superficial de la retina P6, on s’indica I'artéria (A), la vena (V), el front angiogénic i el
plexe de remodelacié vascular. Les artéries es defineixen per mostrar bifurcacions, desenvolupar-se
com a vasos de menor diametre compresos entre zones lliures de capillars. Les venes es caracteritzen
per no mostrar bifurcacions, presentar majors diametres, no presentar zones de pruning o retrocés dels
capillars i la preséncia de brots angiogenics als seus extrems.
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Tenint en compte totes aquestes caracteristiques, el plexe vascular superficial de la
retina proporciona un model unic per I'analisi dels esdeveniments cel-lulars i moleculars
implicats en la construccio de l'arquitectura i diferenciacio vascular. A més a més,
donada la seva estructura en un sol pla, aquesta xarxa vascular es pot processar i
visualitzar facilment amb microscopia d’alta resolucié. En ella podem diferenciar dues
zones: el front angiogénic, a la zona més periférica, on trobem els brots de cél-lules tip i
stalk en expansio; i el plexe de remodelacio, a la part més propera al nervi Optic, on
podem identificar estructures vasculars més madures i diferenciades (artéries i venes
connectades per arees capil-lars) (Figura 1.7). Aquest escenari ens permet estudiar en
una sola retina processos tant diversos com la proliferacié endotelial, la germinacio, el
reclutament de cél-lules perivasculars, la remodelacié o la maduracié dels vasos, etc.
(166).

En resum, el sistema vascular de la retina proporciona un model Util per analitzar els
mecanismes moleculars i cel-lulars que regulen I'angiogénesi perqué; 1) les xarxes
vasculars jerarquiques es formen de nou a partir del naixement de I'animal, 2) els
components cel-lulars implicats en I'angiogénesi estan ben caracteritzats i 3) tots els
processos mostren un patré ben establert i permeten el seu seguiment i manipulacio.
Aquests trets fan de la retina un sistema in vivo simple, pero a la vegada robust i rapid.

6.2. Manipulacio genética de I'angiogénesi a la retina postnatal

Com que el desenvolupament vascular postnatal a la retina té lloc de manera regulada i
organitzada, permet la facil deteccid de qualsevol anomalia. A més a més, la
caracteritzacio dels processos angiogénics en ratolins s'ha vist realment afavorida per
els avangos en el desenvolupament d’estrategies genetiques de pérdua o guany de
funcid. La facil administracié de farmacs als cadells de ratoli i la possibilitat de induir
certes modificacions genétiques en un tipus cel-lular i moment concret, situen a la retina
com a eina prototipica per a l'avaluacio vascular.

L’escissid global dels gens que afecten al desenvolupament cardiovascular sovint
condueix a la letalitat embrionaria. Per tant, I'aparicié de noves tecnologies per induir
modificacions en seqliéncies genétiques especifiques ha donat la possibilitat d’expressar
mutacions en moments concrets del desenvolupament postnatal. Les estratégies més
conegudes son Cre-loxP, Flp-FRT o ¢C31-att, on el primer mot dona nom a la
recombinasa, seguit de l'identificador de la seqiiéncia sobre la que actua. Fins ara, el
sistema Cre-loxP ha demostrat la millor recombinacioé genética in vivo (166). Aquesta,
implica la insercié de dos llocs loxP al voltant de la regié d’ADN que volem modificar.
Aleshores, la recombinasa Cre reconeix especificament les dues sequiencies IoxP i
extirpa el segment d’ADN que flanquegen. Mitjancant aquesta estratégia és possible
eliminar un al-lel (knock-out, KO), generar un al-lel no funcional (knock-down, KD) o donar
lloc a I'expressio de la versiéo mutant d’un al-lel (knock-in, KI).

El moment de la recombinacio pot ser controlat gracies a I’'is de versions Cre induibles
per tamoxifé (CreER™). L’administracié de tamoxifé o, en animals recent nascuts, el seu
metabolit actiu 4-OH-tamoxifé (4-OHT), ens permet escollir el moment precis de la
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induccio de I'activitat transitoria de Cre. D’altra banda, el tipus cel-lular en el que
s’expressi la recombinasa, i per tant, tingui lloc la modificacié genética, dependra del
promotor que controli 'expressio de Cre. Afortunadament, i gracies al descobriment de
marcadors caracteristics de cada una de les subpoblacions endotelials, el camp disposa
d’una important varietat de linies Cre-endotelials (170) (Taula 1.1).

Expressio Expressié no Inici de

Linia Cre Gen endotelial endotelial I'activitat ID MGl Ref.
MGI:2450311;
Tek-Cre MGI:2136412;
Pan- valvules MGI:2445474; (171-
Tek (Tie2) endotelial cardiaques, E7.5 MGI:3608912; 176)
ceél-lules del cor MGI:2683222;
Tek-CreER™ MGI:3837451;
MGI:2450312
Kdr-Cre valvules
Kdr (FIk1 o Pan- Caggl'_?j:‘:s’ Fesos | MGL3038968; | (177,
VEGFR2) endotelial . - MGI:2655253 178)
Kdr-CreER™ musculars i
cardiaques
MGI:3620560;
Cdh5-Cre MGI:3842516;
Cdh5 (Ve- Pan- n ) MGI:3836418; | (179-
Cadherin) = endotelial | Ce'lulesdelcor | E7.595 1 700149, | 183)
Cdh5-CreER™ MGI:5705396;
MGI:3848982
Pdgfb-CreER™ = Pdgfb Pan- ceratinocits | E9.5 | MGL3793852 | (184)
endotelial megacariocits
Sox17-CreA Sox17 AECs pé;g:égeilist,ge E8.5 MGI:3852645 | (185)
Bmx-CreER™ Bmx AECs - E10.5 MGI:5513853 (186)
Esm1-CreER™ Esm1 ECs tip - P4 - (187)
AplIn-CreER™ Apin ge'ig?n‘j;ié - E10.5 | MGI:5637737 | (188)
Céllules del
sinus venos i
derivades,
Apinr-CreER™ | Apinr (Apj) ECs - E10.5 MGI:5637737 | (189)
coronaries,
VECs, ECs
capil-lars

Taula 1.1. Resum de les linies Cre endotelials més utilitzades per a I’estudi de I’angiogénesi i la
biologia vascular. La taula inclou el moment d’inici de I'activitat recombinasa Cre i les subpoblacions
on aquesta ha estat reportada. Per obtenir més informacio sobre I'origen, I'activitat de la recombinasa,
la disponibilitat del ratoli i una llista completa d'articles que fan referéncia a cada al-lel, s’indiquen els IDs
MGI (es pot consultar a www.informatics.jax.org) i la referéncia de les publicacions originals de cada
linia. Taula adaptada de Payne et al. 2018.
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6.3. Estratégies genétiques per a la visualitzacido i seguiment de la céllula

recombinant

La principal limitacié del model de retina és que els vasos s’analitzen mitjangant imatges
instantanies del desenvolupament vascular, pel que és dificil apreciar la dinamica de
determinats processos. A més, és complicat tenir constancia de I'activitat recombinasa
o localitzar les cél-lules que han estat genéticament manipulades. La informacié espacial
sobre I'activitat de la recombinasa Cre es pot obtenir mitjangant I’Us de ratolins reporters.
En aquests, s'insereix un gen reporter (per exemple, GFP, RFP o lacZ) en un locus
expressat de manera ubiqua, perd precedit per una sequéncia de terminacio
transcripcional flanquejada per seqliencies loxP. D’aquesta manera, el gen reporter
nomeés es transcriura en presencia d’activitat Cre, el que fara possible la detecci6 de les
proteines reporteres, per exemple, per immunofluorescéncia. Aquesta estratégia és
ampliament utilitzada per determinar quines cél-lules han recombinat i quin és el seu
comportament, distribucié o expansié al llarg del procés angiogénic. Tanmateix, tot i que
els ratolins reporters proporcionen una informacio espacial excel-lent, la seva sensibilitat
esta limitada per la naturalesa de la proteina reportera i la seva vida mitjana. Sovint, quan
combinem un gen reporter amb un altre constructe dependent de Cre, també és dificil
determinar fins a quin punt la recombinacié d’ambdds és equivalent (el dos gens
dependents de Cre recombinen en una mateixa cél-lula). Aquest fet dependra de
I’eficieéncia de recombinacio de cada un dels constructes i la seva sensibilitat a I'activitat
Cre. Per abordar aquestes i altres limitacions, durant els darrers anys s’han desenvolupat
nous i sofisticats models genétics, alguns dels quals, podrem veure al llarg d’aquesta
tesi.

7. Lavia de senyalitzacié de PI3K

La via fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) regula una gran varietat de respostes cel-lulars
primaries, incloent la proliferacio, la migracid, el metabolisme i el transit vesicular, i per
tant, constitueix un dels principals punts de control de la fisiologia cel-lular. No és
d'estranyar doncs, que la desregulacio d'aquesta via sigui la responsable de moltes
patologies, com ara el cancer, sindromes de sobrecreixement, trastorns immunologics i
neurologics o la diabetis, entre molts d’altres.

7.1. La familia PI3K

Les PI3K s6n una familia d'enzims amb activitat quinasa, molt conservades
evolutivament, i encarregades de captar i transmetre senyals extracel-lulars per traduir-
los en accions intracel-lulars. Ho fan mitjangant la fosforilacié del grup hidroxil de I'anell
d'inositol en posicid 3’ de diverses espécies de substrats lipidics de fosfatidilinositol
(PtdIns o PI). Un cop activades per estimuls extracel-lulars, les diferents PI3Ks generen
Ptdins3P (PI3P), Ptdins(3, 4)P2 (PIP2) o PtdIns(3,4,5)P3 (PIP3) a partir dels seus
substrats lipidics; Ptdins (Pl), Ptdins(4)P (PIP) i Ptdins(4,5)P2 (PIP2), respectivament.
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Aquests productes resulten ser uns potents missatgers lipidics que transdueixen la
senyal interaccionant amb multiples proteines efectores mitjancant els dominis d'unié a
lipids, entre els que podem trobar el domini d’homologia de Pleckstrin (PK), el domini
d’homologia Phox (PX) i el domini FYVE. Aquesta unio aleshores produeix canvis en la
localitzacié i/o activitat de les proteines efectores, que tindran una repercussié en la
senyalitzacio i la fisiologia de la cél-lula (190). Totes les subunitats catalitiques PI3K tenen
una estructura comu, conformada per un domini C2, un domini helicoidal i un domini
catalitic. En canvi, la familia PI3K compren vuit isoformes que es divideixen en tres
classes en funcio de la seva estructura molecular i la preferéncia pels substrats que
fosforilen (Figura 1.8).

La classe | esta formada per quatre isoformes (PI3Ka, PI3KB, PI3Ky i PI3Kd, també
referides com p110a, p110B, p110y i p110d), les quals estan involucrades en la regulacio
de la supervivencia, la proliferacid, la migracio i la diferenciacio cel-lular. Donat el paper
central d’aquesta classe PI3K en aquesta tesi, els trets caracteristics de les seves
isoformes, aixi com les implicacions fisiologiques que aquestes comporten, seran
extensament descrites a la seccio seguent (7.1.1).

Catalytic subunits phosphoinositide
PI3Ka (PIKICA) product(s)
PI3KP (FIK3CB)
PI3KG (PIK3CD)
Regulatory subunits
< pBSa (PIKIRT)
pBSE (PIK3R2) _—
G G
550 (PIK3R1) Pt
PS0a (PIK3RT) [ ,/ ®
S0y (PIK3R3) \, o
oA (7}
Catalytic subunits PI(3,4.5)P,
PI3Ky (PIK3CG)
m
- Regulatory subunits
p107 (PIK3RS5)
p84 (PIK3RE)
®
Catalytic subunits o
PI3K-C2a (PIK3C2A) & } #
PISK-C25 (PIK3IC28) o
DAG---(#}
Pif34IE,
PI3K-C2y (PIK3C2G) Ve
& @
N /
oAG— {7}
Pif3)P
x Catalytic subunits
E VPS34 (PIK3C3) c2 | " —
= ] ] 6 @
a Regulatory subunit . Dm“"":’-}'l .
= VPS15 (PIK3RY) i itk e R

Figura 1.8. Classificaci6 esquematica de les diferents subunitats enzimatiques PI3K.
Caracteristiques estructurals de les subclasses |, Il i lll de la familia PI3K, indicant els dominis presents
en cada una de les isoformes, aixi com les subunitats reguladores i els productes lipidics corresponents
a cada classe. Imatge obtinguda de Kobialka, P. 2019.

La classe Il utilitza Pls com a substrat i consta de tres isoformes (PI3K-C2a, PI3K-C2f i
PI3K-C2y), les quals han estat relacionades amb la formacié de vesicules endocitiques.
En aquest cas, els enzims actuen com a monomers, donant lloc a dos possibles
productes lipidics; PIP2 i PI3P. Mentre PI3K-C2a i PI3K-C2B3 s’expressen arreu de
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I'organisme, I'expressié de PI3K-C2y es limita al fetge, la prostata i als teixits mamaris.
L’estructura d’aquesta classe de quinases presenta dominis addicionals que
suggereixen la seva interaccié amb vesicules recobertes de clatrina. A diferencia de les
PI3K de classe |, aquestes isoformes de classe Il no actuen com a transductors de senyal.
La seva funcié es centra en la regulacié del transit vesicular i la dinamica de la
membrana, tot i que alguns estudis indiquen que la seva activitat catalitica també pot
influir indirectament en la senyalitzacio cel-lular (190,191).

Per ultim, la classe lll esta formada per una sola isoforma, PI3K-VPS34. La seva unié a la
proteina adaptadora VPS15 regula la seva localitzacio intracel-lular i la seva activitat
quinasa. VPS34 només dona lloc a PI3P i ha demostrat estar implicada en la regulacio
de la fagocitosis i I'autofagia. Cal destacar que VPS35 és I'Unica de les isoformes PI3K
present en totes les cél-lules eucariotes (190,191).

Tot i I'extensa investigacid en el marc basic de la senyalitzacié PI3K, la contribucio de
les diverses isoformes segueix guardant molts secrets i queda molt per aprendre sobre
la seva reaccid a diversos senyals extracel-lulars, aixi com sobre les consequiéncies
moleculars de la seva activacioé en diverses circumstancies.

7.2. PI3K de classe |

Fins a l'actualitat, les isoformes pertanyents a la classe | han estat les PI3K millor
caracteritzades. Totes elles prenen com a substrat Ptdins(4,5)P (PIP2) i produeixen
PtdIns(3,4,5)P3 (PIP3), actuant com a complexos heterodimérics composats per quatre
subunitats i controlades per proteines reguladores. D’acord amb la vinculacié especifica
a la subunitat reguladora, les PI3K de classe | es divideixen en dues subclasses: La classe
IA, que inclou tres isoformes, PI3Ka, PI3KB, PI3Kd (codificades pels gens PIK3CA,
PIK3CB, PIK3CD, respectivament), les quals s'uneixen a una de les cinc subunitats
reguladores p85 (p85a, p55a, p50a, p85B o p55y). La classe IB, en canvi, només esta
composta per una isoforma catalitica, PI3Ky (codificada per PIK3CG), que s'acobla a la
subunitat reguladora p84 o p101(190,192) (Figura 1.8). Les proteines PI3Ka i PI3K(B
s'expressen de manera ubiqua, mentre que l'expressié de PI3Kd i PI3Ky és troba
enriquida a les cél-lules immunitaries.

D’altra banda, cal destacar que aquestes quinases presenten requisits i comportaments
especifics del tipus cellular i el context, i que tot i que han estat caracteritzades
principalment per la seva activitat catalitica, algunes evidéncies també suggereixen un
paper important com a suport estructural independent a I'activitat quinasa (almenys en
el cas de PI3Ka, PI3Kb) (193).

La regulacio de I'activitat de PI3K, i la consequent produccio de PIP3, esta impulsada per
la interaccio entre dos fendmens: els senyals que sorgeixen dels estimuls activadors o
inputs, i la interpretacio d'aquests senyals pels components catalitics i reguladors de
PI3K (outputs). L’activacio de la via s’inicia mitjancant la senyalitzacio extracel-lular i la
captacio d’aquesta per receptors tirosina quinasa (RTKSs), receptors acoblats a proteines
G (GPCRs), integrines o petites proteines GTPases (com per exemple Ras). La diversitat
en la capacitat de diverses isoformes PI3K per detectar les entrades de senyalitzacio és
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clau per als seus variats i crucials papers fisiologics. L’activacié d’aquests receptors atrau
aleshores els heterodimers PI3K a la membrana plasmatica a través de la seva subunitat
reguladora, i €s en aquesta localitzacié cel-lular on es produeix la conversio enzimatica
de PIP2 a PIP3 (190). Tot i que totes les PI3K de classe | produeixen el mateix lipid,
difereixen en els seus patrons d'expressid, modes d'activacié i senyalitzacié cel-lular.

Com hem mencionat anteriorment, cada isoforma catalitica forma un dimer amb una
subunitat reguladora que modula l'activitat i la localitzacié subcel-lular del complex. Les
PI3K de classe IA les trobem sempre acompanyades de les subunitats reguladores p85,
que exerceixen almenys tres funcions relatives a les isoformes catalitiques p110:
prevenir la seva degradacio mitjancant I'estabilitzacio de la proteina, mantenir la funcié
catalitica inactivada en estats basals i permetre el reclutament dels heterodimers a les
proximitats dels RTKs i a les proteines adaptadores a través dels seus dominis SH2. A
més, cal tenir en compte que les subunitats p85 també poden ser fosforilades o
ubiquitinitzades, unes modificacions que poden tenir un gran impacte en la seva
regulacio, i per tant, en el seu rol sobre la via PI3K (194).

Després de I'accio enzimatica de PI3K, el missatger lipidic PIP3 facilita el reclutament i
I'activacio de les principals proteines efectores, les serina/treonina quinases PDK1 i AKT,
les quals seran les encarregades de continuar amb la cascada de senyalitzacié i la
corresponent modificacio en els patrons de transcripcid i expressid genética de la
cél-lula. D’altra banda, la produccié de PIP3 és regulada i contrarestada per les fosfatases
lipidiques PTEN i SHIP, les quals juguen un paper inhibidor de la via mitjancant la
catalitzacido enzimatica per la desfosforilacio de PIP3 a PIP2 (PI(4,5)P2 o PI(3,4)P2
d’acord amb la fosfatasa que hi participi) (190,195) (Figura 1.9).

Atesa la participacio generalitzada de les PI3K en un gran nombre de mecanismes
fisiologics, la seva desregulacio també ha estat implicada en el desenvolupament d’un
gran nombre de malalties. Per aquesta rao, la comprensio dels detalls moleculars de la
seva activacio, les subunitats o mecanismes reguladors, la seva influencia en l'activacio
de PI3K i la conseqlient senyalitzacio de la via, pot obrir noves perspectives per a
possibles terapies dirigides.

7.21. AKT

Un dels efectors més importants de la via de PI3K és la serina/treonina quinasa AKT,
també coneguda com PKB. Donada la seva rellevancia bioldgica, la seqiiencia genética
codificant per AKT s’ha mantingut altament conservada al llarg de la evolucio. La familia
AKT esta conformada per tres isoformes; AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBR) i AKT3 (PKBY), totes
elles portadores d’un domini d’unio a fosfolipids PH al seu extrem N-terminal i un domini
regulador a I'extrem C-terminal (196). La interaccié entre PIP3 i la forma inactiva d’AKT
resulta en la translocacio d’aquest ultim a la membrana plasmatica, que fa possible la
seva fosforilaci6 mediada per PDK1 (a la treonina 308). Tanmateix, per activar
completament AKT es necessita una segona fosforilacio, en aquesta cas mediada de
I'accié de mTORC2 (a la serina 473). La vida util de I'AKT actiu i totalment fosforilat a la
membrana plasmatica és relativament curta, pel que un cop activat, AKT es pot traslladar
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al citoplasma i al nucli, on és I'encarregat de fosforilar un gran repertori de proteines i
perpetuar aixi la cascada de senyalitzacié de PI3K (196).

S’han descrit més d’un centenar de compostos substrat d’AKT i les investigacions dels
ultims anys han mostrat una gran varietat d’efectors de la senyalitzacié d’aquesta
quinasa. AKT és capag de fosforilar directament proteines dianes de nombroses classes
funcionals, incloses proteines i quinases lipidiques, factors de transcripcid, reguladors
de petites proteines G i trafic de vesicules, enzims metabodlics, lligases d'ubiquitina E3 o
reguladors del cicle cel-lular, entre molts altres. Ho fa mitjangant la fosforilacio de residus
serina/treonina per activar o, més sovint, inhibir la funcié de la proteina en questio. Les
isoformes d’AKT tenen funcions especifiques del tipus cel-lular i el teixit, perd en un sentit
ampli, l'activacié d'AKT pot promoure la supervivéncia cel-lular, la proliferacid, el
creixement i canvis en les vies metaboliques cel-lulars (196).

PI3K
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Figura 1.9. Representacié esquematica de I’activacio d’AKT i I'efecte fisioldgic d’alguns dels seu
efectors. S’indiquen en vermell aquells processos fisioldgics que resulten inhibits en resposta a I’activitat
d’AKT, i en verd, aquells processos afavorits per aquesta mateixa quinasa.

AKT indueix senyals de supervivéncia cel-lular mitjangant la inhibicié de proteines pro-
apoptotiques. La fosforilacio mediada per AKT de BAD o FOXO promou la inhibicié de
'apoptosi (197,198). També, MDM2, un altre substrat d’AKT, ha demostrat ser un
regulador negatiu de p53, el qual és considerat un supressor de tumors degut al seu
paper en l'arrest del cicle cel-lular i 'apoptosi (199,200). L’activacio d’AKT també pot
induir la proliferacio de la cél-lula, mitjangant la fosforilacié de diferents substrats
directament implicats en la regulacio del cicle cel-lular. La fosforilacié de p27<' o
p21CPYWAF implica el seu segrest citosolic i per tant, la prevencio de I'aturada del cicle
cellular (201,202). L’accié d’AKT sobre GSKS3, un inhibidor de les ciclines del cicle
cel-lular, provoca la seva inhibicié, i per tant, el bloqueig de la seva funcié anti-
proliferativa (203). TSC2 i PRAS40, els quals son inactivats mitjangant la fosforilacié
mediada per AKT, indueixen I'estimulacio de mTORC1 i el corresponent creixement
cellular (204,205). L'AKT també potencia el metabolisme de la glucosa a partir de la
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fosforilacio de HK2, que facilita la seva associacidé a canals anionics dependents del
voltatge a la membrana mitocondrial (206). La via PI3K i 'AKT activat regulen altres
aspectes del metabolisme cel-lular mitjangant I'activacio de mTORC1. Aquest promou
I'activacio de S6K1/2 i la inhibicié de 4EBP1, el que impulsa processos anabdlics, inclosa
la sintesi de proteines i nucleodtids, aixi com I'activacié transcripcional de gens que
codifiquen enzims de la glicolisi i la via PPP. Tant PISK/AKT com mTORC1 promouen la
sintesi de lipids mitjangant I'activacio dels factors de transcripcio SREBP1 i SREBP2
(207). En definitiva, aquests sén només alguns exemples de com la fosforilacio d’AKT i
la seva activitat quinasa sobre una gran diversitat de proteines efectores dona lloc a
importants repercussions en la fisiologia cel-lular (Figura 1.9).

7.2.2. PTEN

Donada la gran importancia de la via, la intensitat de I'activacio de PI3K esta regulada
per diferents mecanismes. El principal regulador negatiu de PI3K és la fosfatasa PTEN
(phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10). Es tracta d’una proteina
fosfatasa lipidica dual que, a diferéncia de la majoria de les proteines tirosina fosfatases,
desfosforila preferentment els substrats de fosfoinositol. Un cop situat a la membrana,
PTEN hidrolitza el fosfat en posicié 3’ de PIP3, amortint aixi I'activitat de PI3K (208).

El substrat de PTEN, PIP3, es troba al interior de la membrana plasmatica i, com a tal, la
seva accessibilitat és un dels principals factors reguladors de l'activitat de PTEN. El
control de PTEN recau en gran part en la interaccio i localitzacio del mateix a la
membrana. Tant la orientacié exacta de PTEN, com el grau de penetracio a I'interior de
la membrana seran factors claus per les propietats cinétiques i enzimatiques de la
fosfatasa. Altres mecanismes reguladors de PTEN també estan associats a la seva
estabilitzacié citosolica mitjancant la fosforilacié de diversos residus que eviten la seva
degradacio, juntament amb modificacions posttransduccionals estretament relacionades
amb la conformacid proteica de PTEN (209).

PTEN esta implicat en la regulacié de molts processos cel-lulars, dels quals una gran part
s'atribueixen a la seva coneguda activitat com a fosfatasa lipidica. Un cop reclutat a la
membrana plasmatica, PTEN regula negativament la via de senyalitzacié PI3K-AKT,
inhibint aixi tots els processos cel-lulars dependents d'AKT descrits anteriorment.
Altrament, PTEN també ha demostrat diverses activitats independents de PI3K/AKT.
Aquesta proteina supressora de tumors s'expressa quan hi ha senyalitzacions de dany
cel-lular, bloquejant la supervivéncia de la cél-lula mitjancant p53. Per una banda,
I'activitat fosfatasa de PTEN permet la conversido de PIP3 a PIP2, inhibint el procés
d'activacié d'AKT i la consequent inactivacié de p53 (via AKT/MDM2). En paral-lel, PTEN
també s'uneix a p53, afavorint la seva estabilitat i impedint I'activitat inhibidora de MDM2.
La preservacié de p53 per tant, comporta la inhibicio de la proliferacio cel-lular i promou
els processos de reparacié genética o apoptosi. D'aquesta manera, PTEN actua com a
protector de la integritat gendmica i cromosomica de la cél-lula (210). Altres estudis
també han demostrat que I'expressio de PTEN indueix una disminucioé considerable de
la proliferacioé a causa de I'aturada del cicle cel-lular en la fase G1, atribuida a un augment
de p27€P! i la disminucid del nivell i localitzacié nuclear de la ciclina D1. Recentment,
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també s'ha proposat un paper estructural de PTEN en el manteniment de la polaritat
apical-basal en cél-lules epitelials a partir de la formacié d’agregats de PIP2 i les
proteines d’unié a PIP2 a la membrana apical. S’especula amb la possibilitat que la
pérdua d'aquesta funcié contribueixi a la transicio epitelial-mesenquimatica observada
en la progressio dels cancers epitelials (210).

7.2.3. Mutacions patogeéniques de la via PI3K de classe |

Des del seu descobriment, el paper de PI3K ha destacat pel gran nombre de mutacions
associades a diversos membres de la via, directament relacionades amb el
desenvolupament de malalties malignes. Degut al seu paper com a regulador central del
metabolisme i dels senyals de supervivéncia i creixement cel-lular, no és d'estranyar que
modificacions en la cascada de PI3K condueixin a una gran varietat de desordres
patologics.

S'han identificat nombroses mutacions que activen PIK3CA en tumors humans. Les
mutacions més comuns son H1047R i E542K/E545K. En concret, la mutacio H1047R
potencia la interaccié del domini quinasa amb les membranes i passa per alt el requisit
d'associacio amb co-activadors de la via (211). En canvi, les mutacions E542K i E545K
provoquen la sobreactivacié de PI3K a causa de la modificacio de la capacitat d’unié
amb els dominis SH2 de les subunitats reguladores (212). També s’han descrit altres
mutacions al gen PIK3CA, totes elles menys comuns, com per exemple, N345K o C420R
(213), que pertorben la interficie del domini C2 amb SH2. D’altra banda, les mutacions
en PIK3CA descrites en cancer, també poden aparéixer de forma mosaica durant el
desenvolupament embrionari, donant lloc a sindromes de sobrecreixement,
malformacions vasculars (venoses, capil-lars o limfatiques) o malformacions cerebrals
associades a greus repercussions neurologiques. En canvi, les mutacions a les altres
subunitats catalitiques p110B, p110y i p1103 sén molt poc freqlients. (195). Cal dir pero
que s’han descrit mutacions analogues en la isoforma de PIK3CD, en aquest cas, donant
lloc al trastorn d'immunodeficiéncia anomenat sindrome de PI3K-Delta activada (APDS)
o altres immunodeficiéncies associades a la sobreactivacio de p11006, la forma PI3K
dominant en limfocits.

Les funcions associades a PTEN el converteixen en un gen supressor de tumors clau
per a ’lhomeostasi cel-lular. En consequiéncia, PTEN és un dels gens més freqlientment
mutats en cancers humans. La pérdua o la inactivaci6 de PTEN per mutacions
somatiques és molt comu a diversos tipus de cancer (incloent tumors cerebrals, tumors
endometrials, cancer de mama o cancer de prostata). Per exemple, PTEN es troba mutat
habitualment en el seu domini fosfatasa en casos de glioblastoma (214). Dites mutacions
perjudiquen la localitzacié de la fosfatasa a la membrana i donen lloc a defectes en
I'activitat supressora de PI3K. En el cas de PTEN, també s’han diagnosticat mutacions
en la linia germinal d’alguns pacients, les quals sén responsables de sindromes familiars
complexos, com és el cas de PTEN hamartoma tumor syndrome (PHTS). Es tracta d’un
trastorn hereditari caracteritzat per la formacié d’un gran nombre de tumors benignes,
anomenats hamartomes, i un elevat risc de desenvolupar cancer al llarg de la vida.
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Aquesta sindrome també esta relacionat amb l'aparicié de malformacions vasculars en
una notable proporcio dels pacients (215).

Pel contrari, les mutacions en els gens d’AKT implicades en malalties oncogéniques sén
molt poc frequents. S'han descrit mutacions activadores d’AKT en un petit percentatge
de cancers de mama, carcinomes de céllules escamoses de cap i coll, cancer
d'endometri, cancer de pulmd i cancers renals. La mutacié detectada a AKT amb més
incidéncia és una mutacié puntual al domini PH d’AKT1 (E17K) que confereix una major
activitat a causa de la localitzacié constitutiva d'AKT1 a la membrana plasmatica.
Tanmateix, I'amplificacio del gen AKT es produeix en proporcions més elevades i s'ha
descrit en cancers gastrics, de mama, d'ovari, de pancrees, de colon, d'esdfag i de
tiroides, mostrant amplificacions més frequients de la isoforma AKT2 (216).

PI3K ha estat una via molt atractiva per a la terapia contra el cancer. No obstant aixo, els
inhibidors de PI3K només han mostrat una lleugera eficacia en tumors solids com a
terapia Unica i han comportat efectes secundaris i toxicitats. A més a més, el tractament
amb aquests farmacs s’ha enfrontant al desenvolupament de resisténcies (intrinseques
0 adquirides al llarg del tractament), ja que en bloquejar la via, un efecte compensatori
d'altres rutes de senyalitzacido permet la supervivéncia, proliferacio i disseminacié de
cél-lules canceroses. Avui en dia, diversos inhibidors de PI3K estan sota investigacio
clinica, inclosos els inhibidors pan-PI3K (dirigits a les quatre isoformes de les PI3K de
classe I) i inhibidors selectius d’isoformes concretes (217).

8. La senyalitzacié de PI3K a la cél-lula endotelial

Durant les ultimes decades, la investigacio en models animals ha revelat funcions clau
dels membres de la familia PI3K i els seus efectors durant la formaci6 i el manteniment
dels vasos del sistema circulatori. A més, modificacions en la senyalitzacié PI3K han estat
associades a un creixement vascular aberrant, incloent la sobreactivacio angiogénica
durant I'aparicié de tumors o I'origen de diferents malformacions vasculars. En conjunt,
aquestes evidéncies posen de manifest la importancia de la via, i en especial, el rol
determinant de les fluctuacions de la senyalitzacio PI3K en la biologia de la EC (218).

8.1. PI3K de classe | a I'’endoteli

Entre les PI3K de classe |, PI3Ka és la isoforma més important per al comportament de
les ECs durant el creixement dels vasos. Tant la inactivacié constitutiva de PI3Ka, com
la seva inhibicio catalitica especifica a I’endoteli de ratoli, dona lloc a defectes vasculars
greus, letals durant el desenvolupament embrionari (219,220), un fenotip que no es
produeix en inactivar altres PI3K de classe I. p110a sembla controlar la migracié de la
EC a partir de la regulacié positiva de I'activitat RhoA-GTPasa (219). De la mateixa
manera, la sobreactivacié sostinguda de PI3Ka a les ECs comporta greus defectes
durant la remodelacié endotelial i és incompatible amb la vida (221). Aquest i altres
estudis han demostrat I'important paper de PI3Ka en la regulacié dels reordenaments
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vasculars i la remodelacio de les unions cel-lulars durant la formacio sistema circulatori
(222). A més a més, durant les ultimes décades, s’ha posat de manifest el rol de PI3Ka
en la regulacid de la identitat venosa i la repressié de I'arteriogénesi durant la
diferenciacio vascular (116-118).

Tot i I'indiscutible protagonisme de p110aq, altres isoformes de la classe | també han
demostrat participar en el control de la biologia endotelial. Aquest és el cas de PI3K},
que en un context d’isquémia cardiaca, sembla exercir una inhibicié de la via de PI3Ka
(223). També de manera circumstancial, certs senyals inflamatoris indueixen I'increment
de I'expressié de p1100 a I’endoteli, regulant aixi algunes funcions cel-lulars (218). A més
a més, estudis recents han demostrat que la senyalitzaci6 de PI3K[, tot i ser poc
significativa per les ECs, és un punt de control important de la proliferacio i maduracio
dels PCs. La inactivaci6 d’aquesta isoforma especificament a PCs resulta en una
prompta maduracio cel-lular i el conseqient augment de la quiescencia endotelial (224).

Respecte als mecanismes reguladors de PI3K en I’endoteli, alguns estudis han demostrat
que I'ablacié genética endotelial de quatre de les subunitats reguladores de les PI3K de
classe | (p85a, p55a, p50a i p85B) causa hemorragies agudes durant la formacio
embrionaria resultant en la mort prematura de I'animal. Curiosament, aquest fenotip és
rescatat amb el manteniment d’'una sola copia de p85a, el que indica possibles
mecanismes de compensacio entre les diferents subunitats reguladores (225). Com hem
vist anteriorment, PTEN és un important regulador de la via PI3K. En la mateixa linia que
els resultats anteriors, la delecido genética de PTEN a I'endoteli també dona lloc a
hemorragies i disfuncions cardiaques letals durant la embriogénesis, degudes a una
proliferacio descontrolada de la EC i a deficiéncies en els mecanismes de remodelacio
vascular (226). Estudis mecanistics han descrit a PTEN com un modulador de la
proliferacié endotelial durant certs moments decisius del procés angiogenic. Més
concretament, PTEN seria el responsable d’aturar el cicle cellular i facilitar la
especificacio de la cél-lula stalk mediada per la senyalitzacioé de Notch (20).

8.2. Activacio de la via PI3K a I'endoteli (inputs)

A I'endoteli, les PI3K responen a diversos senyals ambientals. Multitud de receptors de
la superficie cel-lular de les ECs participen a la senyalitzacio de PI3K (incloent VEGFR1-
3, TIE-1/2, EGFR1-2, PDGFR[ i ERBB1-4, entre d'altres), mitjangant la seva activacio per
factors de creixement, citocines o altres senyals biomecanics (VEGFA, VEGFC,
ANG1/ANG2, VE-Cadherin, DIl4 o les efrines en son alguns exemples). Gracies a
I'activacio d’aquestes sistemes, PI3K regula la proliferacié i la supervivencia de les ECs,
aixi com la germinacio angiogénica, el creixement, la maduracio o la permeabilitat dels
vasos.

Els factors de creixement endotelial vascular (VEGF) son activadors clau de la
senyalitzacio endotelial de PI3K. Com hem mencionat anteriorment, la familia VEGF es
composa dels lligands VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D, que activen la senyalitzacio
mitjancant la unio especifica als receptors VEGFR1/FLT1, VEGFR2/FLK1 i VEGFR3/FLT4
(Figura 1.2). Estudis inicials van determinar que la via PI3K és activada per I'estimulacio
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de VEGFR2 i VEGFRS, pero no a partir de I'activacié de VEGFR1. A més a més, VEGFR2
i VEGFR3 semblen utilitzar diferents rutes moleculars per activar la senyalitzacié
PIBK/AKT. Un cop activat per VEGF-A, VEGFR2 activa la familia de quinases SRC, i
gracies a laccié d’aquestes, el complex p110a-p85 és reclutat a la membrana
plasmatica, on inicia I'activacié de la via (Figura 1.10). VEGFR2 també requereix la
formacié de complexos mitjancant la unié a co-receptors transmembrana, incloent
VEGFR3, Ve-Cadherin, NRP1 i integrines, que cooperen per induir I'activacié de PI3K
(227). L’activacié VEGFR2-PI3K també pot estar negativament regulada. Un clar exemple
n'és la S1P, un mediador lipidic que s’oposa a l'eix de senyalitzacio VEGF-
A/NVEGFR2/PI3K a partir de la seva unié al receptor S1PR1 durant I'angiogénesi
germinativa (227,228).

En canvi, el mecanisme per el qual VEGFRS3 activa la senyalitzacié de PI3K no esta del
tot clar. Aquest receptor, estimulat per VEGF-C, reacciona amb la subunitat reguladora
p85, perd probablement ho fa de manera indirecte, mitjangcant una molécula adaptadora.
S’ha provat que RAS podria estar implicat en aquest tipus de senyalitzacio, ja que les
cél-lules limfatiques de ratolins portadors de mutacions al domini d’unié de p110a amb
RAS, no son capaces d’activar AKT després de I'estimulacié amb VEGF-C (227,229).

A banda de la senyalitzacié per VEGF, un altre sistema essencial tant per 'activacio de
PI3K, com per el procés angiogénic, és I'angiopoietina i els seus receptors TIE.
L’activacié de ANG/TIE té un paper important en la morfogénesi i la maduracio vascular
i consta de tres lligands, ANG1, ANG2 i ANG3, i dos receptors, TIE1 i TIE2 (també
anomenats receptors TEK). ANG1, la qual és expressada principalment per cél-lules
perivasculars, és un activador de TIE2 (expressat especificament a les ECs) i és
necessari per a la supervivéncia de I'EC i I'estabilitzacié dels vasos. La interaccio entre
ANG1 i TIE2 indueix el reclutament dels complexes p10a-p85 gracies a la interaccio
entre TIE2 i la subunitat p85 (52,230) (Figura 1.10). En canvi, ANG2, que és produit i
emmagatzemat per les ECs, actua com antagonista d'ANG1 i, per tant, afavoreix la
desestabilitzacio dels vasos i por interferir en la seva formacid. Tanmateix, alguns treballs
suggereixen que ANG2 pot exercir com a factor pro-angiogénic en algunes
circumstancies. De fet, ANG2 a I'endoteli juga un paper dual, on pot actuar com a estimul,
pero també com a efector de la via PI3K. En altres paraules, aquesta angiopoietina pot
induir la senyalitzacio PI3K/AKT mitjangant I'estimulacio de TIE2. En paral-lel, I'activitat
PI3K també es tradueix en una disminucio de I’expressio de ANG2 mitjancant la inhibicié
de FOXO1, un conegut activador transcripcional d’ANG2. Aixi doncs, ANG2 sembla
actuar com un regulador autocri de la via TIE2/PI3K/AKT (227,231).

8.3. Efectors de la via PI3K a I'endoteli (outputs)

L'activacio de les PI3K de classe | per estimuls extracel-lulars dona lloc a la formacié de
PIP3 a la membrana plasmatica. Aquest lipid és I'encarregat de traduir la senyal en
instruccions moleculars mitjancant la unié a una série de proteines efectores i la
regulacio de la seva localitzacio i/o activitat. A la EC trobem diverses proteines clau en
la transduccié de la senyal. Entre elles, la quinasa AKT constitueix I'efector per
excel-léncia de la via PI3K, un paper associat a I'extens nombre d’objectius moleculars
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que se li atribueixen, entre els quals s’inclouen nodes de senyalitzacié tant importants
com eNOS, mTORC1, PFKFB2, TSC2, p21, GSK3 o els factors de transcripcié FOXO
(Figura 1.10).

S'ha demostrat que l'activacio sostinguda d'AKT1 a I'endoteli indueix la formacié de
vasos sanguinis estructuralment anormals, comparables a les aberracions dels vasos
tumorals (232). D’altra banda, models de ratoli AKT knock-out han mostrat que només
I'abséncia de AKT1 a I’endoteli, perd no AKT2, compromet la biologia de la EC. Tot i que
el ratoli amb deficiencia en AKT1 mostra un creixement retardat, manté un sistema
vascular viable i compatible amb la vida (233).

Una de funcions endotelials regulada directament per I'accié d’AKT és la produccié d’NO
mitjangant 'oxidacié de L-arginina dependent de NADPH. AKT activat és un regulador
de l'activitat de 'enzim eNOS, el qual és responsable de la metabolitzacié de NO. A la
EC el NO és necessari per la vasodilatacié dels conductes i, per tant, 'augment del cabal
del flux sanguini, aixi com un estimulant de la remodelacio i I'angiogénesi. Per tant, en
abséncia sostinguda de la senyalitzacio de PI3K, la falta de NO pot comportar disfuncions
endotelials (234). A la vegada, I'activacié d’AKT també indueix la producci6 dels factors
induibles per hipoxia HIF1 i HIF2, tant a la EC com a altres tipus cel-lulars. La presencia
dels factors HIF indueix I'expressio i secrecié de VEGF, i la conseqlient activacio de
I'angiogenesi (235). En aquest escenari, podem entendre que I'ablacié genética d’AKT
causi el deteriorament del desenvolupament vascular durant I'angiogénesi postnatal a la
retina o en altres situacions on la formacio dels vasos és depenent de VEGF (233).

mTOR representa un altre centre de senyalitzacio clau en el que convergeixen una gran
quantitat de senyals diferents, tant extracel-lulars com intracel-lulars. mTOR pot ser
activat a partir de I'eix PISK/AKT i actuar en dos complexos multiproteics diferents,
anomenats mMTORC1 i mTORC2. La inhibicio farmacologica del complex mTORC1 amb
rapamicina provoca una disminucié de la proliferacio i la capacitat de migracio de les
ECs, aixi com una major susceptibilitat a 'apoptosi. Aquest fenotip és el resultat de la
reduccio de la fosforilacio i activacié d’AKT, aixi com la consequent inhibicié de FOXO1
i FOXO3a (236). D'altra banda, estudis recents in vitro van suggerit a mTORC2 com a
regulador de la polimeritzacio d'actina i la formacié d'adhesions focals i, per tant,
responsable de la migracio de les ECs (237).

La fosforilaci6 mediada per AKT dels factors de transcripcio FOXO inhibeix la seva
activitat. La senyalitzacio de PI3K indueix I'exclusié nuclear de FOXO i el seu segrest al
citoplasma, on es troba destinat a la degradacié (238). Aquests factors de transcripcio
son considerats reguladors critics durant la formacio dels vasos. De fet, s’ha demostrat
que Il'activitat de FOXO1 restringeix la proliferacié endotelial dificultant la glucdlisi i la
fosforilacio oxidativa mitjangant MYC (239). Els ratolins amb deficiéncia endotelial de
Foxo1 moren durant el desenvolupament embrionari com a resultat de defectes en la
formacio vascular (238). Aixi doncs, aquests resultats indiqguen que FOXO1 actua com a
un guardia molecular de I'activacié endotelial.
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En conjunt, aquests estudis posen de manifest la rellevancia de la regulacio de la via de
PI3Ka i emfatitzen en la necessitat de seguir investigant en els processos involucrats per
entendre la complexa xarxa de senyalitzacio que, en bona part, governa I'endoteli.
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Figura 1.10. Senyalitzacio de PI3K a I'endoteli. L'activacio dels receptors VEGFR2 i TEK mitjangant
I’estimulacié amb VEGF i ANG2, respectivament, atrau a p110a a la membrana plasmatica a través de
la seva subunitat reguladora p85. Es aleshores quan es produeix la conversié enzimatica de PIP2 a PIP3.
Aquest lipid tradueix la senyal a la cellula mitjangant I'activacié de diverses proteines quinases, com
AKT (fosforilat per PDK1i mTORC2). AKT és capag de regular I'accié d’'un ampli ventall d’efectors, entre
els que a I’endoteli destaquen mTORCH1 i els factors de transcripcio FOXO.

9. Anomalies vasculars

Com hem vist, el sistema vascular nodreix a tots i cada un dels teixits de I'organisme. No
és estrany per tant que, defectes estructurals o funcionals en els vasos sanguinis tinguin
un gran impacte en una amplia varietat de patologies. Per exemple, el manteniment o
creixement inadequat de la xarxa vascular causa episodis d’isquémia en malalties com
I'infart de miocardi, I'ictus o desordres neurodegeneratius o associats a I'obesitat. Pel
contrari, un creixement excessiu de la vasculatura o la remodelacio aberrant d’aquesta,
promou i té un paper clau en diferents doléncies, com ara el cancer (en tumors solids),
desordres pro-inflamatoris, malalties oculars o anomalies vasculars (28,47,240). En
aquesta seccidé en centrarem en la descripcié de les caracteristiques principals de les
anomalies vasculars, referides com un ampli grup de patologies associades a la formacio
aberrant dels vasos.

69



INTRODUCCIO

9.1. Classificacio i caracteritzacié de les anomalies vasculars

Les anomalies vasculars comprenen un ampli espectre de lesions que van des de
simples marques de naixement fins a grans tumors. La majoria d’elles es presenten de
manera congeénita o apareixen durant la infancia. A més a més, el seu tractament i les
complicacions associades sovint requereixen un equip multidisciplinari d'especialistes.
A causa de la complexitat i heterogeneitat d'aquestes lesions, aixi com de la confusio al
voltant de la seva classificacid, les anomalies vasculars son freqlientment mal
diagnosticades i manquen d’opcions terapéutiques adients a les caracteristiques de
cada cas. Aixi doncs, aquestes dolencies representen un repte tant per al seu diagnostic
com per a la eleccio del tractament terapéutic més apropiat. La identificacié d'aquestes
lesions és dificil a causa de la immensa variabilitat fenotipica, ja que les convencions per
la seva denominacio i classificacid han estat historicament inconsistents. En la ultima
década, i gracies als darrers descobriments cientifics, el camp de les anomalies
vasculars ha fet un esforg per posar en comu tot aquest coneixement i determinar una
metodologia clara i consistent per al seu diagnostic i classificacio.

D’acord amb la classificacio més recent (publicada al 2018) de la International Society
for the Study of Vascular Anomalies (ISSVA), les anomalies vasculars es classifiquen en
dos subclasses: tumors vasculars i malformacions vasculars. La distincio entre els dos
grup es basa en l'avaluacié histopatologica de lI'augment de proliferacié cel-lular. La
classificacié ISSVA es fonamenta en les caracteristiques cliniques, radiologiques i/o
histopatologiques de cada tipus de lesié (241). D’altra banda, donat els grans avengos
en el descobriment de les causes genétiques associades a aquestes patologies, també
han sorgit noves classificacions basades en les mutacions genétiques responsables, una
alternativa objectiva que podria obrir les portes a terapies moleculars més precises i
personalitzades.

Anomalies Vasculars

Tumors Vasculars Malformacions Vasculars
. . . . . associades
benignes ’ ‘ agressius ’ ‘ malignes ’ ‘ simples ’ ‘ combinades ’ ‘ troncals H .
a patologies
Hemangioma «  Hemangioen- = Angiosarcoma +  Capillars (CMs) Definides com dos Definides com Malformacions
infantil dotelioma * Altres +  Venoses (VMs) o més tipus de defectes en vasculars
Hemangioma «  Altres «  Limfatiques (LMs) malformacions I'origen, nombre o implicades en
congenit *  Arteriovenoses vasculars en una caracteristiques sindromes més
Angioma “tufted” (AVMs) mateixa lesio d’un vas troncal complexos amb
Altres *  Fistules amb nom propi simptomes no-
arteriovenoses vasculars

(FAVS)
Figura 1.11. Classificacio de les anomalies vasculars segons les directrius ISSVA 2018. Les anomalies

vasculars consisteixen en tumors vasculars proliferatius i malformacions vasculars no proliferatives, que es poden
subclassificar en funcio del potencial maligne (tumors) o dels canals vasculars implicats (malformacions).
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9.1.1. Tumors vasculars

Els tumors vasculars es caracteritzen per una hiperproliferacio de les ECs. Les lesions
solen créixer rapidament i la majoria no estan presents al néixer. Es poden classificar
com a benignes (per exemple, hemangioma infantil o hemangioma congenit), localment
agressius (per exemple, hemangioendotelioma kaposiforme (KHE)) o malignes (per
exemple, angiosarcoma), segons el comportament cel-lular (241) (Figura 1.11).

L’hemangioma infantil és el tipus de tumor vascular benigne més comu, present en
aproximadament el 5-10% de la poblacio. Aquests poden apareixer en qualsevol part del
cos, perd mostren certa freqliéncia a la pell, especialment del cap i el coll, del tronc i de
les extremitats. La majoria de lesions apareixen setmanes o mesos després del
naixement, perd també hi ha entre un 30 i un 50% dels casos derivats d’una lesié
precursora congeénita. En general, aquest tipus de lesions es manifesten com a taques
de color vermell amb forma lobulada, recobertes per un epiteli prim i delicat. En ocasions,
amb el pas del temps els hemangiomes evolucionen en formes més profundes, ocupant
la dermis i el teixit subcutani, i tornant-se de color més blavos a causa de I'augment del
grossor de I'epiteli. Aquestes anomalies les podem trobar localitzades o segmentades, i
presents en solitari, o bé, en forma de multiples lesions. Els hemangiomes infantils han
demostrat desenvolupar-se en una fase inicial proliferativa de creixement rapid, la qual
és seguida d’una fase d’involucid, en que les lesions retrocedeixen gradualment sense
necessitat d’intervencio. Les ECs involucrades soén positives per GLUT1 (un
transportador de glucosa), un tret immunohistoquimic que ha estat utilitzat per distingir
aquest tipus de patologia d’altres casos d’anomalies vasculars (242,243).

Les formes més agressives de tumors vasculars es caracteritzen per la seva major
capacitat d’infiltracio als teixits perivasculars, com el muscul o el teixit adipds. En ultim
lloc, els tumors vasculars malignes, entre els que trobem els angiosarcomes, tenen una
baixa incidéncia i els trobem amb més freqliiencia a teixits tous subcutanis. La majoria
dels casos so6n esporadics, perd la seva aparicio també ha estat vinculada amb
tractaments previs de radiacié o amb casos de limfedema cronic. L’aspecte clinic dels
angiosarcomes é€s extremadament variable, pel que el tractament suposa un repte que
cal considerar de forma personalitzada (242).

9.1.2. Malformacions vasculars

Les malformacions vasculars es defineixen com la formacioé anormal dels vasos en una
part de la xarxa vascular, sense mostrar canvis en l'estat proliferatiu de la EC. A
diferencia dels hemangiomes, les malformacions vasculars no retrocedeixen amb el pas
del temps, sind que creixen proporcionalment amb [lindividu. Aquestes son
considerades de naturalesa congeénita, tot i que en ocasions poden passar
desapercebudes al néixer i fer-se notables més tard. Poden aparéixer en qualsevol teixit
del cos, pero cal destacar una major incidéncia a pell, teixits tous, espais articulars o
visceres (242). Segons I'ISSVA, les malformacions vasculars es classifiquen en quatre
grups: simples, combinades, associades a un gran vas o malformacions associades a
altres afeccions o sindromes (Figura 1.11).
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La majoria de les malformacions vasculars simples involucren un sol tipus de vas, que
dona nom a la lesio. Per tant podem trobar malformacions capil-lars (CMs), limfatiques
(LMs), venoses (VMs), arteriovenoses (AVMs) o fistules arteriovenoses (AVFs). En el cas
de les afeccions arteriovenoses és cert que poden estar implicades arteries, venes i
capil-lars. Tot i aixi, com que no es consideren com a lesions formades per diferents tipus
de malformacions, son classificades amb més precisié com a malformacions simples. En
el cas de les malformacions combinades, dos 0 més tipus de malformacions vasculars
estan presents en una mateixa lesié. S’anomenen a partir de la mencioé dels components
especifics de cada lesio, per ordre alfabétic. Per exemple, les malformacions capil-lar-
venoses (CVMs), serien aquelles en que trobem anomalies capil-lars i venoses. De la
mateixa manera també existeixen moltes altres modalitats, com malformacions limfatic-
venoses (LVM), capil-lar-limfatic-venoses (CLM), capil-lar-venosa-arteriovenoses
(CVAVM), etc. (241).

D’altra banda, les malformacions de grans vasos, també anomenades troncals, son
aquelles presents en canals conductors grans o axials. S’inclouen anormalitats en
I'origen, els curs, el nombre, la longitud, el diametre o les caracteristiques de les valvules
dels vasos sanguinis amb nom anatomic propi. Un exemple n’és la coartacio de 'aorta o
els vasos embrionaris persistents. Aquest tipus de malformacions es caracteritzen per la
seva estabilitat i el potencial de reparacié sense recurréncia. Per ultim, qualsevol dels
tipus de malformacions vasculars que hem descrit, poden estar associats a anomalies
no vasculars, destacant afeccions ossies o del teixit tou o de sobrecreixement visceral.
Per exemple, la sindrome de Klippel-Trenaunay (KTS) presenta malformacions vasculars
juntament amb un creixement excessiu d’alguns teixits tous i els ossos. Un altre cas
inclos en aquest grup seria la sindrome de Struge-Weber (SWS), el qual es caracteritza
per malformacions capil-lars, sovint a la cara, a prop de I'ull, que comporten també
complicacions oculars i neurologiques com el glaucoma o episodis d’epilepsia i retard
mental. En algunes classificacions també s’inclouen els sindromes de sobrecreixement
PROS, amb fenotips molts variables perd definits per el sobrecreixement segmentari
heterogeni a causa de mutacions activadores somatiques al gen PIK3CA, codificant per
la subunitat p110a de la via PI3K. La majoria de casos PROS inclouen diverses
malformacions vasculars en el quadre clinic (241,244).

Com és evident, la presentacio clinica de les malformacions vasculars és variable i depén
del tipus de lesid, aixi com de la localitzacio, la mida i la relaci6 amb altres teixits.
Aquestes lesions poden causar simptomes com isquémia, inflamacio, dolor, trombosi,
deformitat i deteriorament funcional. Actualment, el diagndstic de les malformacions
vasculars es basa tant en la presentacid clinica com en técniques d'imatge
complementaries, amb especial émfasi en la ressonancia magnética. També cal destacar
els grans avencgos en I'Us del diagnostic genétic o molecular. Aixi doncs, el tractament
pot variar segons el tipus de vas implicat, el tipus de malformacié o la sindrome
associada. Com que per la majoria de casos no hi ha una cura definitiva, el tractament
té com a objectiu minimitzar els simptomes, pel que les decisions terapéutiques es
prenen en base a equips multidisciplinaris que determinen quina és la millor estratégia
per a cada pacient. Els tractaments actuals poden anar des de simples tractaments
cosmeétics, fins a intervencions complexes, incloent tractaments embolitzants o
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esclerosants, tractaments laser, la reseccid quirdurgica de la lesid o tractaments
farmacologics dirigits a les alteracions moleculars diagnosticades. Desafortunadament,
el risc de recurréncia d’aquestes lesions és alt, especialment després de tractaments
invasius o durant etapes de creixement del pacient (245).

Es creu que les malformacions vasculars resulten d'errors genétics durant el
desenvolupament embrionari que donen lloc a processos de senyalitzacié anormals
responsables del control de processos cel-lulars basics, com ara I'apoptosi, la maduracié
o el creixement de les ECs. Comprendre els canvis genétics que impulsen la formacio
de les malformacions és clau per fer diagnostics adequats i entendre la patologia.
Aquestes variants genétiques patogéniques es poden classificar com a germinals
(mutacions familiars o hereditaries) o somatiques (mutacié espontania adquirida durant
el desenvolupament). La majoria de les anomalies vasculars sorgeixen de mutacions
somatiques, en les quals hi ha una mutacié postzigdtica en una sola cel-lula que
s’expandeix i es perpetua, acabant tenint preséncia en certs grups cel-lulars de manera
mosaica (244).

Les malformacions vasculars s'han dividit tradicionalment en malformacions de baix flux
(lesions capil-lars, venoses, limfatiques o mixtes) o d’alt flux (lesions amb un component
arterial) segons les seves caracteristiques hemodinamiques (Taula 1.2). Aquesta
distincié es pot fer radiologicament o basant-se en I'examen fisic, ja que les lesions d'alt
flux son més propenses a demostrar calidesa i un flux palpable. La diferenciacié entre
malformacions d’alt (high flow) i baix (low flow) flux pot ser util a I'hora de seleccionar
una intervencid o tractament farmacoldgic. Tanmateix, aquestes designacions
reflecteixen essencialment el tipus de vas predominant en la lesio, perd no s'inclou com
a part de les directrius de I'ISSVA.

9.1.2.1.Malformacions vasculars d’alt flux: lesions arteriovenoses

Les AVMs es produeixen a causa d'una connexio directa entre una artéria i una vena,
obviant el llit capil-lar, i donant lloc a I'arterialitzacio de les venes i una lesio d'alt flux amb
propensié a créixer i sagnar. Les AVMs esporadiques s'associen habitualment a
mutacions a la via RAS/MAPK i mutacions a RASA1 s'associen amb CM-AVMs (244).
També s’han detectat canvis genétics a MAP2K/MEK o KRAS i diversos grups estan
comencgant a utilitzar inhibidors de MEK per a al tractament preclinic d’aquestes
anomalies (246,247). Mutacions en heterozigosis dels gens ENG i ALK també han estat
diagnosticades en alguns casos de AVMs esporadiques (244). Tot i els nombrosos
descobriments pel que fa a la causa genética d’aquestes malformacions, tant el
mecanisme fisiologic associat a la patologia endotelial com el subtipus cel-lular
responsable del fenotip no estan del tot clars.

Aquest tipus de lesio es troba més freqlientment en localitzacions intracranials i es pot
expandir com a resposta a determinats estimuls, com ara traumatismes o la pubertat. Els
simptomes de les AVMs son atribuibles al lloc afectat. Per exemple, les AVMs cerebrals
poden presentar-se amb signes d’ictus hemorragic o epilépsia, mentre que les AVMs
pulmonars causen hipoxia i simptomes neurologics aguts a causa d'un infart cerebral o
un abscés causat per la connexio arteriovenosa. Les AVMs solen estar presents des del
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naixement, perd sovint romanen asimptomatiques fins a I'edat adulta. En quant a les
AVMs hereditaries, el cas més frequent és la telangiéctasi hemorragica hereditaria
(HHT), també coneguda com a sindrome d'Osler-Weber-Rendu. L'HHT és un trastorn
vascular caracteritzat per I'aparicio de multiples AVMs arreu del cos. Es tracta de petites
telangiéctasis que poden manifestar-se com a lesions superficials a la pell i a la
membrana mucosa, i que degut a la seva tendéncia a trencar-se, donen lloc a recurrents
episodis d’epistaxi 0 hemorragies gastrointestinals. Les mutacions causants d’HHT
inclouen gens involucrats a la via de senyalitzaci6 de TGFB, aixi com ENG,
ALK1/ACVRL1, GDF2 o0 SMAD4/MADH4 (248-250) (Taula 1.2).

9.1.2.2. Malformacions vasculars de baix flux: lesions capil-lars, venoses o
limfatiques

D’acord amb la hemodinamica de la lesio vascular, totes aquelles malformacions on no
hi ha implicacié arterial son classificades com malformacions de baix flux. Per tant, en
aquest apartat exposarem les caracteristiques histopatologiques, cliniques i moleculars
de les malformacions capil-lars, venoses i limfatiques.

Les CMs es defineixen per el desenvolupament anormal dels capil-lars i la dilatacio
patologica dels mateixos. Normalment aquestes lesions es situen a la dermis superficial
amb un flux caracteristicament lent. Es detecten en el moment del naixement i poden
canviar de color amb el temps, ja que amb l'edat, I'estasi vascular en els capil-lars
malformats provoca éctasi vascular i 'engrossiment dels teixits tous (244). D’altra banda,
les CMs es poden associar amb sindromes més complexes o poden presentar-se com
lesions simples aillades. El sindrome de Sturge-Weber (SWS) representa el cas més
conegut de CM somatica. Les lesions vasculars observades a SWS o en els casos de
CMs simples més freqlients son causades per mutacions a GNAQ o GNA11, les quals
condueixen a l'activacio constitutiva de la via RAS/MAPK, aixi com a certa sobreactivacio
de la via PI3K (251,252).

Les VMs son lesions de baix flux que es manifesten com una massa aberrant de vasos
venosos. Sovint es considera el tipus de malformacio vascular més freqiient, amb una
incidéncia d’1 de cada 5000-10000 naixements. Poden variar de mida, des de lesions
molt petites i localitzades, fins a extenses malformacions, i sén de color violeta o blavés
a causa del flux sanguini estancat dins de la lesié. Més del 90% dels casos son d’origen
esporadic i donen lloc a anomalies aillades. Aquestes comporten dolor, inflamacio i
complicacions trombotiques i funcionals en el teixit on es troben. La seva localitzacio és
molt variada i pot afectar qualsevol teixit, destacant la pell, les superficies mucoses, els
teixits tous, els musculs i les visceres. La majoria de lesions son evidents al néixer, pero
en alguns casos on la lesié és més profunda, aquesta no presenta signes clinics fins a la
pubertat, on els estimuls hormonals influeixen en el creixement i la reactivacio de la lesio
(244).

En els darrers anys, estudis genétics han determinat diverses mutacions associades a
I'aparicio de les VMs, i s’ha especulat amb la hipotesis de que els gens, les variants i les
vies implicades son determinants per a la presentacio fenotipica de cada cas. Gairebé la
meitat dels casos han estat diagnosticats amb mutacions al gen TIE2/TEK (253), el 25%,
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amb mutacions activadores del gen codificant per PI3Ka, PIK3CA (254-256), i encara
trobem un altre 25% dels casos no diagnosticats genéticament. Cal destacar que les
mutacions més comuns a PIK3CA sbén les mateixes que els canvis genétics més
recurrents en cancers humans, també anomenades mutacions “hotspot”: E545K i E542K
al domini helicoidal i H1047R i H1047L al domini quinasa (257). A més a més, les
mutacions “hotspot” de PIK3CA i TEK no han estat mai observades juntes, el que ens
indica que aquestes només sén compatibles en exclusié mutua.

També cal esmentar altres tipus de VMs, com les malformacions glomuvenoses (GVMs),
la sindrome de “blue rubber bleb nevus” i les malformacions cavernoses cerebrals
(CCMs), les quals son morfoldogicament diferents de les VM comuns, probablement a
causa de la diferencia entre els gens que les causen. Per exemple, les CCMs son VMs
localitzades al cervell i la medul-la espinal que es fan evidents quan el pacient presenta
simptomes neurologics importants com mal de cap intens, convulsions o hemorragies.
Aquestes lesions també es poden associar amb VMs o CMs extraneurals, i gran part dels
casos es relacionen amb antecedents familiars hereditaris. S’han descrit nombroses
mutacions genétiques associades a aquest tipus de VM entre les que trobem pérdues
de funcié a KRIT1 (CCM1), CCM2 i PDCD10 (CCM3) (258-260). La funcio precisa
d’aquests gens encara no es compren totalment, perd se’ls hi atribueixen papers
importants en 'assemblatge entre les ECs, on les versions mutants donen lloc a unions
meés febles i per tant, a la permeabilitat patoldgica dels vasos. Investigacions recents
també han mostrat com el creixement agressiu de les CCMs requereix tant la pérdua de
funcio dels gens CCM, com I'activacié constitutiva de PI3K (per mutacions activadores a
PIK3CA) (261). Els tipus i les causes genétiques associades a cada una de les VMs
descrites es troben resumits a la Taula 1.2.

En ultim lloc, les LMs estan formades per canals limfatics dilatats o quists revestits
d'endoteli limfatic. Podem trobar-los de forma localitzada o bé difusos, presentant una
gran heterogeneitat fenotipica. Les LMs comuns es poden classificar com a
macrocistiques, microcistiques o mixtes, i les trobem principalment en regions amb gran
contingut de vasos limfatics com el cap i el coll, l'axilla, la cavitat oral, I'engonal o el
mediasti. Les LMs macrocistiques son masses quistiques grans i llises. Aquestes lesions
solen ser superficials, subjacents a la pell o al teixit subcutani. Les lesions microcistiques
apareixen com a vesicules petites, sovint fermes, translucides o hemorragiques. Per
ultim, els casos mixtos contenen els dos tipus de LMs anteriors. La majoria de LMs es
deuen a mutacions esporadiques en gens que regulen la limfangiogénesi,
majoritariament implicades en la regulacié6 de la senyalitzaci6 VEGF-C/VEGFR3 o
PIBK/AKT/mTOR. Cal subratllar que al voltant del 80% de les LMs comuns es
diagnostiquen amb les mateixes mutacions a PIK3CA que les presents a les VMs (262—
264) (Taula 1.2).

Com hem vist, les mutacions activadores de PIK3CA son causants de diversos tipus de
malformacions vasculars, amb un important protagonisme en les patologies venoses i
limfatiques. Tanmateix, aquest tipus de mutacions no han estat identificades en cél-lules
germinals o casos de malformacions hereditaries. En aquesta linia, experiments in vivo
en ratolins han demostrat que la induccié de mutacions en Pik3ca a la linia germinal
deriva en danys vasculars letals per al desenvolupament embrionari (221). En canvi, la
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expressio endotelial

postnatal d’aquestes mutacions desencadena una notable

hiperplasia a la vasculatura de la retina murina, resultat de 'augment dramatic de la
proliferacié endotelial, aixi com la disminucié del recobriment mural dels vasos (256).

Malformacions Vasculars

Tipus de malformacic

nom

mutacio

naturalesa de la lesio

RASA1, MAP2K/MEK,

Malformacions aretiovenoses esporadigues KRAS, NRAS, BRAF, ENG, somatica
alt flux ALK
(high flow ) AVMs . . L. L ENG, ALK1/ACVRL1, GDF2 .
Telangiéctasi hemorragica hereditaria (HHT) o SMAD4/MADH4 hereditaria
Malformaciosn capillars-arteriovenoses (CM-AVMs) RASA1, EPHB4 somatica/hereditaria
Malformacions capil-lars (CM) GNAQ, GNA11 somatica
CMs Telangentasi Cutis Marmorata (CMTC) possible GN11, desconegut somatica
Sindrome Struge-Weber (SWS) GNAQ somatica
Phacomatosis pigmentovascularis GNAQ, GNA11 somatica
Malformacions venoses comuns (VM) TEK, PIK3CA somatica
Malformacions venoses verrucuoses MAP3K3 somatica
Anomalies vasculars fibroadiposes (FAVA) PIK3CA somatica
Malformacions cerebrals cavermoses (CCM) KRIT1, CCM2, PDCD10 somatica/hereditaria
VMs Sindrome de "blue rubber bleb nevus” TEK somatica
efiliss Anomalies venoses associades a PTEN FTEN hereditaria
(low flow ) Malformacions venoses mucocutanes TEK hereditaria
Glomangiomes GLMN hereditaria
Venes varicoses FOXC2 hereditaria
Malformacions limfatiques (LM) PIK3CA somatica
Anomalies limfatiques generalitzades (GLA) PIK3CA somatica
Limfangiomatosis kaposiforme (KLA) NRAS somatica
LMs Malformacions limfatiques congenites pulmonars CCBE1 somatica
Limfedemes primaris FLT3, VEGFR3 hereditaria
FOXC2, GJC2Z, KIF11,
Altres casos de limfedema SOX18, PTPN14, CCBE1, hereditaria
FAT4, ADAMTS3, GATAZ2
Sindrome Parkes Weber RASA1 somatica
Sindrome Sevelle-Weber unknown somatica
Sindrome Malfucci IDN1-1IDH2 somatica
Associades Sindrome CLOVES (PROS) PIK3CA somatica
a altres Sindrome CLAPO (PROS) PIK3CA somatica
patologies Sindrome Proteus AKT1 somatica
Sindrome KTS (PROS) PIK3CA somatica
Sindrome MCAP (PROS) PIK3CA somatica
Sindrome DCMO (PROS) PIK3CA somatica

Taula 1.2. Classificacié6 de les malformacions vasculars en vers a les caracteristiques
hemodinamiques de la lesié i les mutacions genétiques associades. Les malformacions vasculars
poden subdividir-se en malformacions d’alt flux, incloent malformacions arteriovenoses, o de baix flux,
on s’inclouen malformacions venoses, capillars o limfatiques. També podem trobar malformacions
vasculars associades a sindromes complexos (al final de la taula). Cada tipus de malformacié ha estat
associat amb certes mutacions genétiques de naturalesa germinal o somatica, tal i com s’indica a la part
dreta de la taula. Taula adaptada de Borst et al. 2020.
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La baixa frequiéncia al-lélica de les mutacions PIK3CA a les biopsies dels teixits afectats
suggereix que només una poblacié cel-lular concreta expressa la variant genética de
manera mosaica. A més a meés, I'existéencia de la mateixa mutacido PIK3CA tant a
malformacions simples (VMs o LMs) com a malformacions combinades, i inclus, a
sindromes de sobrecreixement més complexos (PROS), ens fa pensar que el factor
geneétic no és I'tnic responsable de la manifestacio clinica d’aquestes patologies (265).
El tipus, la localitzacio i la severitat de I'anomalia vascular probablement depén de la
variant geneética, perod també, del moment i el llinatge cel-lular on aquesta succeeix, aixi
com dels estimuls ambientals als que la cél-lula mutada pugui estar exposada. Aixi dons,
les mutacions a PIK3CA podrien océrrer en progenitors cel-lulars molt primitius, pel que
la seva expansié podria acabar afectant a multiples llinatges endotelials. Pel contrari, si
la mutacio té lloc més endavant durant el desenvolupament, en un llinatge cel-lular més
diferenciat, I'afectacio fenotipica també acabaria sent més continguda. Aquestes i altres
hipotesis en relacio als mecanismes que originen i determinen les caracteristiques de
les malformacions vasculars encara generen una gran discussié que requereix ser
provada per evidéncies cientifiques.

9.2. Perspectives de futur en el diagnostic i el tractament de les malformacions

vasculars

En general, I'escleroterapia o la cirurgia segueixen sent el procediment estandard per al
tractament de les anomalies vasculars. No obstant aix0, aquests processos rarament son
curatius o no son factibles a causa de I'extensio de les malformacions, I'alt risc de relapse
i l'alta morbiditat associada a les intervencions quirdrgiques. En els ultims anys, el
descobriment de les mutacions responsables de les malformacions vasculars ha obert
un ventall d’oportunitats per al diagnostic i la investigacid de terapies moleculars
dirigides. La identificacié de mutacions somatiques a PIK3CA i I'eix PISK/AKT/mTOR com
a responsables de gran part de les patologies vasculars descrites anteriorment, ha
convertit a aquesta via en un important objectiu terapéutic (Figura 1.12).

P R PI3K

: : alpelisib

: - —————————— idealalisib
3 : copanlisib

AKT

miransertib
- : ipatasertib
|Tsc2

l | MTOR

: everolimus
; mTOR R —— sirolimus
L i temsirolumus

Figura 1.12. Terapies moleculars dirigides a la inhibicié de la via PI3K. Imatge obtinguda de
Kobialka P. 2019.
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La rapamicina (Sirolimus) es va introduir I'any 2011 com el primer tractament
farmacologic per anomalies vasculars complicades i va revolucionar completament el
camp. Es tracta d’un inhibidor del complex mTOR, que per tant, evita la fosforilacié de
proteines efectores com S6RP o 4E-BP1, a la vegada que inhibeix I'activacié d’AKT
mediada per mTORC2. La rapamicina ha demostrat efectes immunosupressors,
antiangiogénics i citoestatics en diferents assajos clinics, perd la validacio del seus
efectes terapéutics en les malformacions vasculars son relativament recents. En
diferents models de VMs in vivo (generats mitjangant I'expressio de TIE2Y'F o
Pik3ca"1%'R), el tractament amb rapamicina va provocar la disminucio i el retard del
creixement de les lesions vasculars. Estudis moleculars han mostrat com I'acci6 de la
rapamicina té un efecte directe en la reduccio de I'activitat d’AKT i el consequent
augment dels nivells de FOXO1 i PDGFB, els quals podrien ajudar a reduir la proliferacio
endotelial i millorar la cobertura mural dels vasos, respectivament (256,266). Dades
provinents d’assajos clinics de fase Il van corroborar un benefici terapeutic i una correcte
tolerabilitat de la rapamicina en pacients amb diverses anomalies vasculars, inclosos
casos de VMs i LMs (267,268).

Més enlla dels inhibidors de mTOR, també s’han desenvolupat inhibidors especifics
de p110a, com és el cas de BYL719 (Alpelisib). Donada la importancia de PIK3a en els
processos angiogenics, la inhibicido especifica d’aquesta quinasa ha estat objectiu
d’investigacio per la terapia antitumoral. Diversos estudis han demostrat els efectes
d’Alpelisib en la normalitzacioé vascular dels tumors en administrar-se amb altres farmacs
antioncogeénics (269,270). Les evidéncies que sostenen I’eficacia dels inhibidors de
PIK3a per a la modulacio de I'angiogénesi ens fan pensar en la seva aplicabilitat en el
camp de les anomalies vasculars. Concretament, la inhibici6 de PIK3a podria ser
prometedora en PROS, on ja hi ha estudis preclinics que demostren que el tractament
de models animals amb sindrome PROS/CLOVES amb BYL719 presenta una eficacia
superior als tractaments amb rapamicina. Aquests descobriments han permeés posar a
prova Alpelisib en un cohort de pacients amb PROS on, a més de millorar la
simptomatologia, s’ha demostrat una reduccio radioldgica de les lesions al voltant del
30%, sense signes de toxicitat (271).

El descobriment de PIK3CA com a causant de gran part de les lesions vasculars de baix
flux ha catalitzat la reutilitzacio dels inhibidors de la via PI3K per al tractament d'aquestes
malalties. Atés que les ECs mutants depenen principalment de la senyalitzacié d’AKT, la
inhibicioé d'aquest component de la via sembla una estratégia atractiva per al tractament
de dites patologies. Entre els inhibidors d'AKT disponibles, trobem ARQ092
(Miransertib), un potent inhibidor al-lostéric i amb especial especificitat per AKT1. La
inhibicio de l'activitat quinasa d’AKT ha demostrat una eficacia considerable en estudis
preclinics antitumorals (272) i en el tractament del sindrome de Proteus (causat per
mutacions activadores a AKT) (273-275). Cal destacar també que resultats recents de
les nostres investigacions han demostrat el poder terapéutic de Miransertib, tant per la
prevencio, com per a la regressié de VMs impulsades per I'expressio postnatal de
Pik3ca"'®’®? en ratolins (276). El conjunt d’aquests resultats ha permés I'Us de
Miransertib en assajos clinics per pacients amb PROS (NCT03094832) i sindrome de
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Proteus (NCT02594215) i ha estat recentment aprovat per la Food and Drug
Administration (FDA) per al tractament d’aquests desordres (277).

Com hem vist, la inhibici6 de PI3K s'ha convertit en un objectiu clau per al
desenvolupament de nous tractaments contra les anomalies vasculars. De la mateixa
manera, trobem una investigacié al alca per a la avaluacié d’inhibidors de la via
RAS/MAPK, ja que les mutacions somatiques en components d’aquesta via son
responsables de I'aparicié de malformacions d’alt flux o alguns casos de CMs. Totes les
dades apunten a que aquests descobriments impulsaran la evolucié en el camp de les
anomalies vasculars en els propers anys, posant llum a I'enfoc clinic d’aquestes
patologies. Per aquest motiu, és important fer émfasi en el paper del diagnostic molecular
d’aquest pacients i I'estudi genétic de cada cas. En conjunt, aquestes evidéncies posen
de manifest la importancia en la recerca per a la comprensié dels mecanismes
moleculars responsables de la patogenicitat de les malformacions vasculars, la qual sera
de vital importancia per al desenvolupament de noves intervencions terapéutiques, i com
a ultim fi, la millora en la qualitat de vida dels pacients.
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La sobreactivacio de la via de la PI3K és un dels trets caracteristics de les malformacions
vasculars. En concret, en els darrers anys, s’ha posat de manifest que mutacions al gen
PIK3CA son causants de malformacions vasculars venoses i limfatiques, perd no han
estat descrites com a mutacions patogéniques en anomalies arteriovenoses. Els
mecanismes a través dels quals les mutacions a PIK3CA presenten un quadre patogénic
segregat (venes i vasos limfatics si, artéries no) sén desconeguts. Sota aquest pretext,
la meva tesi s’ha centrat en estudiar els mecanismes moleculars subjacents a la
patogenicitat selectiva de PIK3CA.

La hipotesi que plantejo proposa que les mutacions a PIK3CA només son patogeniques
en determinats contextos (incloent temps i localitzacio); el que implica que hi ha estats o
linatges endotelials que son refractaris a les mateixes. Per tant, I'objectiu de la meva tesi
és identificar els elements en el temps i I'espai que determinen la patogénesi de PIK3CA
en les cél-lules endotelials. Tenint en compte que en un context oncologic PIK3CA s’ha
associat a canvis proliferatius i metabodlics, aquests seran els dos elements centrals
d’estudi com a causa de patogenicitat.

Aquesta tesi s’ha dividit en 4 objectius principals:

e Objectiu 1: Generar un model de malformacions vasculars mitjangant I'expressio
postnatal de Pik3ca"’*’F en la vasculatura de la retina de ratoli, considerant el
moment d’expressio de la mutacié com a element catalitzador.

e Objectiu 2: Caracteritzar la patogenicitat de Pik3ca"’*’® en les malformacions
vasculars prenent com a eix central d’estudi el llinatge endotelial on s’expressa
la mutacio.

e Objectiu 3: Desxifrar els mecanismes moleculars implicats en les diferéncies
fenotipiques durant I'origen i especificacié molecular dels mutants Pik3ca'’%’,

e Objectiu 4: Determinar el perfil metabolic implicat en la patogénesi de les
malformacions vasculars causades per Pik3ca’%’" mitjancant [I'analisi
metabolomic de les cél-lules endotelials mutants.
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1. Animals i estabulacio
1.1. Manteniment de la coldnia animal

Els animals utilitzats al llarg d’aquest projecte han estat estabulats en gabies individuals,
ventilades i autoclavables, en sales SPF lliures de patdgens i amb accés a aigua ab
libitum. Durant el procés de cria i experimentacio, la colonia animal ha estat mantinguda
a una temperatura estable d’entre 20 i 22° C, en cicles de llum/foscor de 12 hores, per
tal de garantir el benestar animal i la reproductibilitat experimental. Els procediments
experimentals exposats en aquest treball han estat dissenyats i aprovats d’acord amb la
normativa i la legislacié vigent establerta pel Departament d’Agricultura, Ramaderia i
Pesca de Catalunya, aixi com els criteris del Comité Etic d’Experimentacié Animal de
'IDIBELL (CEEA-IDIBELL), el Centre de Medicina Comparativa i Bioimatge de Catalunya
(CMCiB) i dacord amb [lacreditacié internacional AAALAC (Assessment and
Acreditation of Laboratory Animal Care International).

1.2. Models murins transgénics

Amb l'objectiu de modelar i estudiar els processos moleculars implicats en el
desenvolupament de les malformacions vasculars hem fet Us de diferents models de
ratoli manipulats genéticament (Mus musculus, soca C57BL/6J), tots ells enumerats i
descrits detalladament en els seglients apartats. Les caracteristiques principals i la
representacio grafica de I'estratégia genética de cada un dels models es troba resumida
a la Taula 3.1 i la Figura 3.1, respectivament.

En general, tots els ratolins emprats tenen I'objectiu de permetre I'expressio induible dels
constructes introduits en cada un dels models. Hem fet Us de ratolins mutants
condicionals, pel que el gen que es vol modificar és emmarcat entre dues sequencies
especifiques, les quals no son reconegudes per cap enzim endogen, perd si per una
recombinasa especifica. D’aquesta manera, I'activitat de la recombinasa fara possible la
escissio de les seqliencies que envolten el gen en qliestio, donant lloc a la modificacio
genetica de la cél-lula. Aquesta estratégia permet I'expressio induible de la modificacié
genetica, permetent decidir el moment i la subpoblacié cel-lular on aixd ocorri. En el
nostre cas, les linies descrites combinen I'expressié de la recombinasa Cre, juntament
amb la presencia de sequencies loxP (sistema Cre recombinasa/lox).

Per cada una de les combinacions genétiques utilitzades al llarg d’aquesta tesi, ens
referim a animals control a aquells animals amb els mateixos al-lels mutants que els
animals sota estudi pero, negatius per a la linia Cre utilitzada en cada un dels
experiments.
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1.2.1. Pik3ca*1o4"®

Els ratolins Pik3ca"'®™® presenten una modificacié genética induible al gen Pik3ca. El
constructe a estat introduit sota el promotor endogen del gen en qlestio, pel que permet
la regulacio natural de la seva transcripcié. El constructe emprat manté la seva estructura
wt, excepte a I’tltim dels exons codificants, I'ex6 20, el qual es troba flanquejat per dues
seqliéncies loxP i finalitza amb un codd stop per indicar el final de la transcripcié. A
continuacié d’aquest, trobem una copia repetida del mateix exé 20, en aquest cas amb
la incorporacio de la mutacio puntual (CAT - AGG) que canvia la histidina de la posicio
1047 per una arginina (H1047R). Aquesta estratégia permet que, en abséncia d’activitat
recombinasa, el gen s’expressi de manera normal. Pel contrari, sota I'accio de Cre, I'ex6
20 sera escindit, deixant pas a I'expressio de I'exé 20 mutat (278). La mutaciéo H1047R
es troba a la regid codificant de la subunitat catalitica de p110a i provoca el guany de
funcié en aquesta proteina, augmentant I'activitat catalitica de la mateixa mitjancant
I'increment de la seva capacitat d’unié a lipids. En el model animal, mantenim la mutacié
en heterozigosis per tal de reproduir les condicions genétiques diagnosticades en
pacients amb malformacions vasculars.

1.2.2. Linies endotelials Cre

Amb l'objectiu d’induir la recombinacié a les diferents subpoblacions endotelials, hem
utilitzat un repertori de linies de ratoli Cre induibles amb tamoxife. La restriccio de
I'expressié de la recombinasa Cre depén dels elements potenciadors o promotors que
la controlen:

- Pdgfb-CreER™. PDGFB és un lligand de gran afinitat amb els receptors PDGFRa i
PDGFRB. PDGFB s’expressa a les ECs i és crucial per al correcte reclutament dels
PCsiles vSMCs. Es tracta d’una linia Cre induible expressada de forma generalitzada
a I’endoteli sanguini i limfatic, amb activitat reportada des del dia E11.5 durant el
desenvolupament (184).

- Bmx-CreER™. Bmx codifica per un membre de les tirosines quinases Tec, expressat
en ECs arterials, tant a nivell embrionari com en teixit adult. La linia Cre té activitat
induible en arteries establertes i diferenciades (186).

- Esm1-CreER™. Esm1 codifica per una proteina secretada amb rols associats a
desordres patologics a I’endoteli. S’expressa a les cél-lules tip de la retina postnatal,
pel que és un model habitualment usat per estudiar I'angiogenesi (187). En el context
d’aquesta tesi, i d’acord amb estudis previs sobre el comportament de les cél-lules
tip, la linia Esm1 ha estat utilitzada per induir la recombinacié en cél-lules
compromeses a adoptar un desti cel-lular arterial (també referides com pre-arterials).

1.2.3. Linia reportera mTmG

La linia murina mTmG (membrane-Tomato membrane-GFP) és un doble reporter
depenent de Cre, que expressa la proteina fluorescent de membrana Tomato abans de
I'excisid mediada per I'activitat Cre, i la proteina fluorescent GFP, després de I'excisio
(279). En altres paraules, el constructe genétic de mTmG permet que la primera
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sequiéncia codificant per Tomato, flanquejada per sequlencies loxP, s’expressi de forma
constitutiva a totes les cél-lules, mentre que la segona (GFP), només s’expressara en
aquelles cel-lules amb activitat Cre. Aquest sistema permet la visualitzacio in vivo de les
poblacions cel-lulars recombinades (mGFP*) amb gran resolucio, i ha estat combinada
amb el model Pik3ca™"'*® amb I'objectiu de definir I'extensid espacial i temporal de la
recombinacio i visualitzar les dinamiques de les cél-lules mutants en comparacio amb
poblacions wild type.

1.2.4. iSuRe-Cre

iSuRe-Cre és una eina genética que permet induir i reportar de manera fiable
modificacions genétiques dependents de Cre. Com que l'esdeveniment precis de
recombinacié Cre-loxP no és visible per se, s’han desenvolupat métodes reporters (com
és el cas del reporter mTmG). Tanmateix, nombrosos estudis han demostrat que no es
possible garantir la recombinacié d'un reporter depenent de Cre i un segon gen
flanquejat per loxP a la mateixa cél-lula. Sovint, aquests constructes presenten diferents
eficiencies de recombinacid, pel que considerar totes aquelles cél-lules reportades com
a mutants pel segon al-lel podria conduir a errors en els resultats. Pel contrari, el model
iSuRe-Cre s’ha dissenyat amb I'objectiu de permetre I'expressié d’una proteina
fluorescent (Tomato a la membrana celllular, mTomato), seguida de I'expressio
constitutiva de Cre, amb I'objectiu de potenciar la recombinacié del segon al-lel
dependent de Cre a la mateixa céllula. Aquesta estratégia permet augmentar
significativament ['eficiencia i la visualitzacié fiable de les cél-lules modificades
geneticament (mTomato™), especialment en casos on I'al-lel sota estudi recombini amb
menys eficiencia que el reporter (280).

1.2.5. iFlu-Mosaic-Pik3ca""*"’

Com hem mencionat, el fet de que no hi hagi cap enllag genétic entre un al-lel reporter i
I'altre al-lel flaquejat per seqliéncies loxP (en el nostre cas, Pik3ca"’%’R), no assegura la
correlacio entre la recombinacié d’ambdds. En contextos concrets, aquesta situacio
podria induir a la deteccié de falsos positiu o falsos negatius. Es per aquest motiu que,
en col-laboraciéo amb el laboratori del doctor Rui Benedito, hem desenvolupat un nou
model muri induible per Cre; iFlu-Mosaic-Pik3ca"'%"R. Aquest ha estat dissenyat amb dos
parells de seqlencies loxP, les quals recombinen aleatdriament donant lloc a I'expressid
de I'expressié de Cherry nuclear (nCherry), o bé, a I'expressio de Pik3cat'%’R seguida
de I'expressio de GFP nuclear (nGFP). D’aquesta manera podem visualitzar i analitzar el
comportament de cél-lules Pik3ca wt o mutants durant el desenvolupament vascular amb
gran resolucio. Cal destacar pero, que el constructe iFlu-Mosaic-Pik3ca"'*’F s’expressa
en el locus de Rosa26, sota el promotor CAG, un promotor sintétic dissenyat per garantir
alts nivells d’expressié. Aquest fet implica que la regulacié transcripcional de Pik3ca perd
la seva naturalesa endogena, a diferéncia del model Pik3cat™'R,
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1.2.6. Model COUP-TFII knockout: Nr2f2fex/fiox

La linia Nr2f2ffex és un model nul condicional de COUP-TFII, el que implica que un cop
recombinat per l'accio de Cre, la sequencia codificant per Nr2f2 (exons 1-3) sigui
delecionada, impossibilitant la seva transcripcio i expressio funcional. Aquest model ha
estat construit a partir de la insercié de dues sequéncies loxP al locus gendmic de Nr2f2
(281). Per aconseguir la privacié completa de COUP-TFII a les cél-lules recombinants,
aquest allel s’haura de mantenir en homozigosis, evitant aixi possibles mecanismes de
compensacio entre les dues copies genétiques.

| A. Mutacio Pik3ca'''%’R induible per Cre ‘

Linia Producte de la recombinacio

Pik3cat1047R expressio endogena de Pik3ca''%7R en heterozigosis

| B. Linies endotelials Cre induibles ‘

Linia Poblacié cel-lular Activitat del promotor
Pdgfb-CreER™ Cel-lules endotelials i endoteli hemogeénic E8-E9.5
Bmx-CreER™ Cel-lules endotelials arterials E8.5-E11.5
Esm-CreER™ Cel-lules endotelials tip (pre-arterials) E8.5-E10.5

| C. Reporter mTmG ‘
Linia Producte de la recombinacié
mTmG expressio de mGFP després de la recombinacié mediada per Cre

| D. iSuRe-Cre ‘
Linia Producte de la recombinacié
iSuRe-Cre ectzressié de mTomato i Cre després de la recombinacié mediada per

E. iFlu-Mosaic-Pik3ca'1%4®

Linia Producte de la recombinacio
expressio estocastica de nCherry en cél-lules Pik3ca"'™, o bé, nGFP en
cél-lules Pik3ca'%4’R, després de la recombinacié mediada per Cre

| F. Nr2f2flox/flox ‘

iFlu-Mosaic-Pik3cat1047R

Linia Producte de la recombinacié

delecio del gen codificant per la proteina COUP-TFII (Nr2f2) després de

Nr2f2flox/flox . o .
la recombinacié mediada per Cre

Taula 3.1. Resum de les caracteristiques del models murins transgénics utilitzats.
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Figura 3.1. Representacio grafica de les estratégies genétiques emprades en els models de ratoli
transgeénics utilitzats al llarg d’aquesta tesi.
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1.3. Deslletament i genotipatge

1.3.1. Biopsia i digestio de la cua

Els ratolins es van mantenir amb els seus progenitors durant tres setmanes després del
naixement, edat en la que son sexats, marcats i biopsiats per determinar el seu genotip.
Amb aquest fi, es va recollir un fragment de la cua dels animals adults, o bé, postnatals
(en el moment de I’extraccio dels ulls per I'aillament de les retines). El teixit aleshores va
ser lisat amb 600 puL de NaOH 50mM, mitjancant la incubacié a 100°C durant 15 min. Un
cop digerit el teixit, la mescla va ser atemperada, neutralitzada amb 100 pL de Tris HCI
1M pH 7,4 i homogeneitzada per vortex, per seguidament, ser centrifugada durant 1 min
a maxima poténcia. En aquest punt, la mostra esta apunt per ser analitzada o
emmagatzemada a 4°C.

1.3.2. Determinacio6 del genotip mitjangant PCR

La determinacio dels genotip de cada un dels ratolins emprats en aquest projecte ha
estat portada a terme per PCR (técnica de la Reaccio en Cadena de la Polimerasa). Les
sequéncies dels encebadors o primers usats per I'amplificacié dels fragments d’ADN de
cada un dels genotips, aixi com els reactius, les proporcions i cicles usats en cada PCR,
es troben resumits a la Taula 3.2.

Un cop obtingudes les reaccions de la PCR, aquestes van ser separades en gels
d’agarosa al 2%, diluit en tampd TAE 1X (provinent de la dilucié de TAE 50X: 242 g Tris
Base, 57.1 mL acid acétic glacial, 100 mL EDTA 0.5M pH 8, diluit en dH,0), al que afegim
bromur d’etidi o SYBR Safe per fer possible la visualitzacié de ’ADN amplificat.

Reaccio de la PCR per Condicions de la

Linia Primers (encebadors) mostra PCR
FW 1. 1,5 pl mostra ADN
'(I':TGGTTCCAGCCTGAATAAAG 2.5 pl 10X tampod 95°C 10 min
W 2 2,5 pl 10uM dNTPs 95°C 30 sec
Pik3cat1047RWT TCCACACCATCAAGCAGCA 2,5l 10|JM.pr|mers 55°C 30sec | 35X
RV: 03125 pl polimerasa 72°C 40 sec
GTCCAAGGCTAGAGTCTTTCG  Iitanium 72°C 5min
pe 15,875 pl H20
2 ul mostra ADN
W 3 ul 10X tampd sense Mg?*  94°C 4 min
X 3 pl 15uM MgCl2 94°C 30 sec
Pdgfb-CreERT™ g&*GCCGCCGTCGCAACT 3 ul 10uM dNTPs 57,5°C 30 sec | 35X
: 3 pl 10uM primers 72°C 1 min
GCCGCCGGGATCACTCTCG
0,25 pl polimerasa Bio tag 72°C 5 min

15,75 yl H20
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2 ul mostra ADN

W 3 ul 10X tampéd sense Mg?*  95°C 10 min
. 3 pl 15uM MgClz 95°C 30 sec
Cdh5-CreRm ~ CGAGGCTEGAAAGTAGAGCA 3 10uM dNTPs 55°C 30 sec | 35X
RV: 3 pl 10uM primers 72°C 40 sec
TCCCTGAACATGTCCATCAG
cee CATGTCCATC 0,25 ul polimerasa Bio taq 72°C 5 min
15,75 pl H20
) 2 ul mostra ADN
CF;\éVéTGCATTACCGGTCGATGC 3 ul 10X tampd sense Mg?*  94°C 5 min
AACGA 3 pl 15uM MgCl2 94°C 30 seg
Bmx-CreER™ RV: 3 ul 10uM dNTPs 70°C 30seg 34X
GTGGCAGATGGCGCGGCAAC 3 HI T0uM primers 72°C 1 min
ACCAT 0,25 pl polimerasa Bio taq 72°C 10 min
15,75 pl H20
2 pl mostra ADN
FW- 3 ul 10X tampd sense Mg?*  94°C 2 min
: 3 pl 15uM MgCl2 94°C 45 seg
Esm-CreER™ GAGGGACTACCTCCTGTACC 51 104M dNTPs 62°C1min | 35X
RV: 3 pl 10uM pri 72°C 45
TGCCCAGAGTCATCCTTGGC HEA0ul primers. seg
0,25 ul polimerasa Bio tag 72°C 2 min
15,75 ul H20
) 2 ul mostra ADN
CF:WC1GC GCCTCOTGGCTTC 3 ul 10X tampd sense Mg?*  94°C 5 min
F\1/—V ; TGCCTCCTGGCTICT 3 )1 15uM MgCl 94°C 30 seg
mTmG CGAGGCGGATCACAAGCAATA o Ml 10uM dNTPs 61°C45seg I 35X
. 3 pl 10uM primers 72°C 1 min
RV: 0,25 pl poli Bi 72°C 5 mi
TCAATGGGCGGGGGTCGTT ,25 I polimerasa Bio taq min
15,75 pl H20
FW 1:
CCCCCTGAACCTGAAACATA 2 Wl mostra ADN
FW 2: 3 ul 10X tampd sense Mg?*  95°C 10 min
GCTCTGCATGTTGCAAGAAA 3 ul 15uM MgCl2 95°C 30 seg
iSuRe-Cre RV1: 3 ul 10uM dNTPs 55°C 30seg 35X
GTGTCTGTACCAGGTTGGTTT 3 pl 10uM primers 72°C 40 seg
G 0,25 ul polimerasa Bio taq 72°C 5 min
RV2: 15,75 pl H20
CCTTGCTCACCATGGTCTTG
1,5 yl mostra ADN
EW: 2,5 ul 10X tampo 94°C 3 min
. . . 2,5 ul 10uM dNTPs 94°C 30 seg
Flu-Mosaic-
pseamoi AUCAGRAGCGCGATCACAT 25 11l 10uM primers 60°C 30seg | 35X
CCTCACGGAGGCATTCTAAA  0:125 il polimerasa 72°C 45 seg
Titanium 72°C 7 min
15,875 ul H20
FW1:
TGGGGAAGCTAAGTGTTGTAG ~ 2 Wl mostra ADN . ,
TGATTCC 3 pl 10X tampé sense Mg?*  94°C 5 min
FW2: 3 ul 15uM MgCl2 94°C 30 seg
COUP-TFI[fex  cATCCGGGATATGTTACTGTC 3 ul 10uM dNTPs 62°C 30seg r 36X
CGG 3 pl 10uM primers 72°C 1 min

RV:
TTCTGGTCTTCACCCACCGGT
ACC

0,25 pl polimerasa Bio taq
15,75 yl H20

72°C 1 min

Taula 3.2. Primers i condicions de les reaccions PCR per al genotipatge animal.
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2. Experiments in vivo

Les referéncies de tots aquells reactius utilitzats als experiments descrits en aquesta tesi
es troben detallats a les taules de la seccio 5 de Materials i Métodes (Taules 3.3- 3.10).

2.1. Induccid de I'activitat recombinasa Cre in vivo

Donat I'us de linies Cre induibles, l'activitat recombinasa requereix la preséncia de
tamoxifé o 4-OH-Tamoxifé (4-OHT). En el nostre cas, la inducci6 de la recombinacio en
cadells de ratoli postnatals es va dur a terme mitjangant la injeccio intraperitoneal de 4-
OHT amb I'ajuda d’una xeringa Hamilton (Figura 3.2 A). La dosis i el moment
d’administracio de 4-OHT dependra del proposit de cada experiment, usant dosis
menors per aconseguir un major mosaicisme (menor nombre de cél-lules recombinants).
Dosis d’entre 50 i 0,025 mg/kg han estat injectades a partir d’una solucio original stock
10 mg/mL, diluida en etanol pur i emmagatzemada a -20°C.

2.2. Tractaments farmacologics in vivo: inhibidor CIA1

CIA1 (Taula 3.4) és un inhibidor al-lostéric del factor de transcripcié COUP-TFII. Aquest
va ser preparat en DMSO a una concentracio stock 10mM i emmagatzemat a -20°C. La
solucio de ftreball va ser preparada mitjancant la diluci6 de CIA1 10mM en 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-3-CD) al 10% (diluida en solucié salina). Els ratolins
postnatals van ser injectats intraperitonealment amb 2,6 mg/kg (en un volum de 10 pL)
de CIA1 a P4 i P5. Cada camada de ratolins es va dividir en dos grups equiparables,
injectant un grup amb I'inhibidor i l'altre, amb vehicle HP-B-CD 10% (grup control).

2.3. Modelatge de I'angiogénesi a la retina postnatal

Gran part dels experiments d’aquest projecte es basen en I'analisi de la retina postnatal
de ratoli per a l'avaluacié dels canvis fenotipics durant el desenvolupament vascular.
Depenent de I'objectiu i la pregunta cientifica que volem adrecar en cada experiment, la
induccidé de la recombinacié i I'aillament de les retines s’ha dut a terme a diferents punts
de desenvolupament. Podem trobar animals injectats amb 4-OHT a P1, P2, P7 o P15, i
retines aillades a P2, P4, P6, P8, P12, P15 o P21, en tots els casos, seguint el mateix
protocol.

2.3.1. Extraccio de I'ull i aillament de la retina postnatal

Els animals postnatals vas ser sacrificats per decapitacio. Un cop morts, es va extreure
un fragment de la cua (per al posterior genotipatge de cada cadell) i es van aillar els ulls
amb ajuda de pinces i tisores de disseccio. Els ulls van ser submergits rapidament en
paraformaldehid (PFA) al 4% (diluit en tamp6 sali amb fosfat (PBS)) i incubats durant 1
h a 4°C o en gel. Es important destacar que les mostres de la cua i els ulls d’'un mateix
animal han d’estar identificades i emparellades correctament. Un cop fixats, els ulls es
van rentar amb PBS i es va procedir a I'aillament de la retina. L’extraccio de la retina es
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va dur a terme amb I'ajuda d’un microscopi binocular i un kit instrumental de disseccid.
En primer lloc, i prenent com a punt de suport el nervi optic, cal fer una incisio a la
superficie de I'ull, per on sera possible retirar la cornia i el cristal'li, donant llum a
I’estructura de la retina. En aquest punt, només caldra retirar les estructures hialoides i
altres restes de teixits. Podem trobar els detalls del procediment a la Figura 3.2. Un cop
aillada, la retina va ser fixada de nou en PFA 4% durant 1h a 4°C. Transcorregut aquest
temps, el teixit va ser rentat amb PBS i es va reservar a 4°C fins al moment de la tincio
per immunofluorescéncia (IF).

Figura 3.2. Injeccio de 4-OHT i disseccio de I'ull i la retina postnatal. A. Injecciéo de 4-OHT en un
cadell de ratoli postnatal P1. La fletxa ens indica I'area corresponent a I'estomac o lloc d’injeccié. B.
Imatge d’un ratoli P6, mostrant el lloc d’incisi6 per a I'aillament de I'ull. C. Visié general del globus ocular,
on la fletxa indica el lloc per a la incisié de la cornia. D. Imatge de I'ull aillat sobre una placa de petri. E.
Imatge del globus ocular sense la cornia. F. Imatge de I'ull després de retirar la corenosclera, els
coroides, les capes de la cornia, les capes pigmentades i I'iris. G. Imatge de la retina aillada i sense el
cristal‘li, on podem apreciar encara la presencia de vasos hialoides a I'interior (indicats amb una fletxa).
H. Imatge de la retina aillada, amb quatre incisions radials per al seu muntatge. Imatge de Pitulescu et
al. 2010.

2.3.2. Tincio de les retines per immunofluorescencia

Per iniciar el protocol de tinci6 per immunofluorescencia (IF), les retines van ser
incubades durant almenys 6 h, en moviment constant, amb I'anomenat tampd de
permeabilitzacio/bloqueig. Aquest esta compost per albumina de sérum bovi (BSA) al
1% i Tritd X-100 al 0,3%, diluits en PBS. Seguidament, els teixits van ser incubats amb
els anticossos primaris corresponents, preparats a les concentracions adequades
(detallades a la Taula 3.6) en tampé de permeabilitzacié/bloqueig, i incubats en constant
agitacio durant tota la nit. Al dia segiient, després de 3 rentats de 10 min amb tamp6 PBT
(Tween-20 0,1% en PBS), les retines van ser incubades 30 min amb tampo Pblec (Tritd
X-100 1%, CaCl; 1mM, MgCl; TmM i MnCl; 1mM, en PBS pH 6.8) a temperatura ambient
i en moviment. El mateix tampo Pblec es va utilitzar aleshores per preparar les dilucions
dels anticossos secundaris conjugats o 1B4, d’acord amb les concentracions detallades
a la Taula 3.8. Les mostres van ser incubades durant 2 h a temperatura ambient en
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agitacio. Cal apuntar que aquest pas del protocol també es pot dur a terme durant tota
la nit a 4°C, el que podria optimitzar I'especificitat de la tincié en cas que fos necessari.
A partir d’aqui, les mostres van ser mantingudes en foscor amb I'objectiu de preservar
al maxim la immunofluorescencia dels anticossos. Es van utilitzar tubs de 2 mL per totes
les incubacions i es van fer servir un volum de 100 uL per cada 2-6 retines per a les
incubacions amb anticds. Van ser rentades 3 vegades durant 10 min amb PBT i van ser
disseccionades per procedir al seu muntatge. La disseccié consisteix en fer 4-5 talls
radials per tal de facilitar la disposicié del teixit en una superficie plana. Un cop ben
posicionada sobre un portaobjectes, la retina va ser recoberta amb medi de muntatge
Immu-mount i un cobreobjectes.

2.4. Assaig de proliferacio in vivo: incorporacio i deteccio d’EdU

5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) és un compost sintétic que actua com analeg de la
timidina, i per tant, s’intercala a ’ADN durant la fase S del cicle cel-lular. Basat en aquest
principi, el kit Click-IT EdU permet la injeccié d’EdU a I'animal, i la posterior deteccio i
visualitzacié del compost. Aquest sistema és ampliament utilitzat per a I'analisi de la
proliferacio cel-lular, i en aquest projecte ha estat emprat per determinar la proporcioé de
cél-lules proliferatives durant el desenvolupament vascular de la retina postnatal. Els
cadells de ratoli van ser injectats intraperitonealment amb 60 pL del component A del kit
(EdU), préviament preparat amb DMSO a una concentracié 10mM i diluit 10 vegades
amb PBS per a la seva administracio. Per a la seva deteccio, les retines, ja aillades i
fixades, es van incubar amb el tampd de permeabilitzacié/bloqueig durant 15 min a
temperatura ambient i en moviment constant. Seguidament, les mostres van ser
incubades 1h (a temperatura ambient en agitacio) amb els reactius per a la seva deteccio
(tampd Click-IT EAU 1X, CuSO4, Alexa Fluor 488 i additiu del tampd Click-IT EdU),
d’acord amb les proporcions facilitades per el manual del kit (en un volum de 100 pL per
cada 2 retines). Després de 2 rentats amb PBS, les retines van ser incubades tota la nit
amb tampo de permeabilitzacid/bloqueig, per tal de seguir amb el protocol
d’immunofluorescéncia de la seccié anterior (seccié 2.3.2). Cal esmentar que 'assaig
de proliferacié amb EdU requereix de la posterior tincié amb ERG, un marcador nuclear
endotelial que ens permet quantificar la quantitat de ECs en proliferacio, i descartar per
tant totes aquelles altres cél-lules en divisio presents al mateix teixit. Donada la
fluorescéncia per a la deteccidé de 'EdU, a partir d’aquest punt, les retines es van
mantenir cobertes de la llum per preservar al maxim la tincio.

2.5. Microscopia confocal

Per a la visualitzacié i analisi de les retines de ratoli tenyides per IF es va utilitzar el
microscopi confocal Leica TCS SP5. Les imatges van ser preses amb els objectius 10X
i 40X (amb oli d'immersid), processades per a I'obtencid de les projeccions maximes
(unificacio de la maxima intensitat de les imatges obtingudes al llarg de I'eix Z o z-stack)
amb Volocity i guardades en format .TIF. Per a la visualitzacio, analisi i edicié de les
imatges es va fer servir ImageJ/Fiji, Adobe Photoshop 2021 i Adobe lllustrator 2021.
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2.6. Analisis i quantificacio de les imatges

Les imatges obtingudes per a la seva quantificacid van ser processades i analitzades
amb ImagedJ/Fiji i Adobe Photoshop 2021. Totes les quantificacions estan basades en
I'analisi de parametres objectius observats en 2-6 imatges 40X de cada retina, amb
excepcié de les quantificacions generals de localitzacié i quantificacio de les lesions
vasculars, les quals s’han determinat a partir d'imatges 10X. En cada experiment s’han
quantificat entre 3 i 12 retines per condicio o genotip.

2.6.1. Localitzacio i quantificacié de les lesions vasculars

La identificacio de les lesions vasculars i la seva localitzacié s’ha realitzat a partir de
I'observacio de imatges 10X. Cada imatge mostra un dels pétals de la retina, on es va
determinar el numero de lesions i es van classificar com a generalitzades o localitzades
en funcié del seu abast. Aquest analisis inicial de les imatges també permet determinar
la localitzacié de cada una de les lesions en artéria, vena o llit capil-lar (identificades en
base a les seves caracteristiques morfologiques). Es van quantificar dos pétals per cada
retina, comparant animals mutants i control.

2.6.2. Area vascular: 1B4

La tincié de les retines amb isolectina B4 (IB4) permet la clara identificacio de les
estructures vasculars. A partir d’imatges 10X o 40X, I'area vascular o vascularitat de la
retina va ser quantificada ajustant el llindar de senyal positiu o threshold (Figura 3.3 A).
Aquesta quantificacié es va dur a terme en 3 arees representatives de 10* um? per cada
imatge 40X. La quantificacio de dita area respecte al area total de la imatge ens
proporciona un percentatge comparable entre grups mutants i control.

2.6.3. Localitzacio i expansio de les cél-lules recombinants GFP*

La quantificacio de I’extensio i la localitzacié de les cél-lules recombinants es va dur a
terme en animals portadors de I'al-lel mMTmG. Aquest gen reporter ens permet quantificar
tant 'area com la posicié de les cellules positives per GFP, i per tant, recombinants. En
primer lloc, es va utilitzar el canal IB4 per dibuixar i seleccionar I'area del vas en questio
(per exemple, en identificar una artéria, manualment podem dibuixar el contorn
d’aquesta i guardar la seleccio). En segon lloc, la seleccié anterior es va aplicar sobre el
canal GFP i es va descartar tota aquella senyal positiva fora de la seleccié aplicada. En
aquest punt, s’ajusta el threshold de GFP per quantificar 'area GFP* dins del vas
seleccionat (Figura 3.3 B). D’aquesta manera, podem determinar I'expansié de les
cél-lules recombinants en una zona o vas en concret, expressat com percentatge d’area
GFP* sobre el area total IB4* (% area GFP*/IB4*). Aquesta quantificacio s’ha dut a terme
en almenys 2 imatges 40X per cada retina.

93



MATERIALS | METODES

2.6.4. Quantificacid i localitzacio de ceél-lules iFlu-Mosaic-Pik3ca"%4"R

En utilitzar el model iFlu-Mosaic-Pik3ca"’*’R la tincid de les proteines reporteres
nuclears GFP i Cherry ens va permetre comptar el nombre de nuclis cel-lulars,
equiparable al nombre de cel-lules Pik3ca"™ o Pik3ca"’*’f. A més a més, gracies a la
gran resolucio d’aquest model, també es va determinar la distribucié de les cél-lules
reportades mitjancant la seva classificacido d’acord amb posicions arterials, venoses o
capil-lars. Aquestes quantificacions es van dur a terme en imatges 40X.

2.6.5. Amplitud del vas

La tincié amb IB4 permet visualitzar la superficie vascular en dues dimensions, pel que
es va determinar la amplitud de cada vas a partir del tragat d’una linia perpendicular del
conducte. Per cada vas, el diametre va ser mesurat a 3 algades diferents del conducte
per tal d’obtenir un valor mitja més representatiu (Figura 3.3 C). La mesura del diametre
relatiu dels vasos es va dur a terme en almenys 2 imatges 40X de cada retina i els valors
obtinguts van ser mostrats d’acord a I’escala de la imatge (expressats en um).

2.6.6. Numero de nuclis endotelials: ERG

L’estimacio del numero de nuclis endotelials va ser calculat manualment a partir del
comptatge d’estructures nucleiques tenyides amb ERG, un marcador nuclear especific
de l'endoteli (Figura 3.3 D). La quantificacio es va dur a terme en 3 seccions
representatives de 10* um?de cada imatge 40X, per finalment, obtenir un valor mitja.
Almenys 3 imatges 40X van ser quantificades per cada retina.

2.6.7. Proliferacio de cél-lules endotelials: EAU o Ki67

L’analisi de la proliferacié endotelial a les retines postnatals es va dur a terme mitjangant
dues estrategies diferents. A partir de retines tenyides amb EdU i ERG, es va quantificar
manualment el nombre de nuclis endotelials (ERG") en proliferacio (EdU*). De la mateixa
manera, en altres experiments també es va utilitzar la tincié de Ki67 per detectar nuclis
cel-lulars en proliferacio. A diferéncia de 'EdU, Ki67 no és un agent intercalant de I’ADN,
sind que és una proteina present al nucli durant totes les fases actives del cicle cel-lular
(G1, S, G2 i mitosi). En ambdds casos, els valors resultants van ser obtinguts a partir de
I'analisi de 3 arees representatives de 10* uym? (Figura 3.3 E) per cada imatge 40X, i
expressats com a nombre absolut o percentatge de nuclis EQU'ERG* o Ki67*ERG" per
I'area quantificada (10* um?). Aimenys 3 imatges 40X per retina van ser quantificades.

2.6.8. Activacio de la via PI3K: p-S6

La intensitat de la senyal de p-S6 es va fer servir com un indicador del nivell d’activacié
de la via PI3K, ja que S6 és un dels efectors fosforilat per AKT. La quantificacio de p-S6
€s una mesura a partir de la comparacio de la intensitat de la tincio entre teixits mutants
i control, pel que va ser representada com a valors relatius o fold change. Per aquest
motiu, la quantificacid6 de p-S6 es va dur a terme comparant sempre animals d’una
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mateixa camada, processats i tenyits a la vegada. Amb aquest sistema es va intentar
minimitzar la variabilitat associada a la quantificacio de la intensitat de la tincio.

D’altra banda, p-S6 es va quantificar en dos contextos diferents: en arees IB4*, o bé, en
arees GFP*IB4* de vasos concrets. En ambdods casos, el sistema de quantificacio es va
basar en determinar el threshold de IB4 o GFP, per obtenir i seleccionar I'area positiva
per aquests canals, i sequidament, aplicar aquesta area seleccionada sobre el canal p-
S6. Un cop determinada I'area on volem quantificar la intensitat de p-S6, es va procedir
a la quantificacié automatica de la intensitat mitjana (integrated density) del canal. A més
a més, en la mateixa imatge, a partir d’'un area no vascularitzada, es va mesurar el senyal
no especific de la tincié (mean grey value), el qual va ser restat de la quantificacio real
de p-S6 (Figura 3.3 F). Entre 2 i 4 imatges 40X de cada retina van ser utilitzades per a
la quantificacio de l'activitat de PI3K.

A ga B sacep B4 GFP

Figura 3.3. Representacio dels procediments per a la quantificacio de les imatges de la
vasculatura de la retina. A. Quantificacié de I'area 1B4*. B. Quantificacio de I'area GFP* IB4*. C.
Quantificacio de I'amplitud del vas. D. Quantificacid del nombre de nuclis endotelials ERG*. E.
Quantificacié del nombre de nuclis endotelials (ERG*) en proliferacié (EdU*). F. Quantificacié de la
intensitat de p-S6 en un area concreta GFP*. G. Quantificacio de la cobertura de NG2 sobre I'area 1B4*.
Les linies grogues representen les arees seleccionades i considerades per a la quantificacio. Totes les
imatges es mostren de manera amplificada, a partir d’imatges 40X.
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2.6.9. Cobertura dels vasos per pericits: NG2

La cobertura dels vasos per pericits es va quantificar a partir de les tincions amb NG2 i
IB4, ajustant el threshold d’ambdues i seleccionant I'area positiva per a cada canal
(Figura 3.3 G). A continuacio, es va calcular la relacio entre I'area seleccionada per NG2
i IB4 i es va presentar com al percentatge resultant (% area NG2*/IB4*). Almenys 3
imatges 40X de cada retina van ser analitzades.

3. Experiments in vitro
3.1. Aillament i cultiu de cel-lules endotelials murines de pulmoé (mLECs)

Els experiments in vitro mostrats en aquesta tesi s’han realitzat en cél-lules primaries
endotelials aillades del pulmé muri, també anomenades mLECs, a partir de ratolins
Pdgfb-CreER™; Pik3cal’*’fWT (referits com EC-Pik3ca"'®’""T)  Els reactius i medis
utilitzats per al cultiu cel-lular es troben detallats a la Taula 3.5.

3.1.1. Disseccio del pulmo

Després del genotipatge i el deslletament dels ratolins, aquells amb el genotip desitjat
van ser escollits per aillar-ne les ECs (animals d’entre 3 i 6 setmanes). Els animals
seleccionats van ser sacrificats per dislocacio cervical. A partir d’aqui, es va procedir a
la incisio i obertura de la caixa toracica i I'aillament dels pulmons. Aquest son facilment
identificables ja que es troben situats darrere de les costelles i presenten un color rosa
pal-lid caracteristic i diferent de la resta d’dorgans. Un cop extrets, els pulmons es van
mantenir en tampo sali HBSS amb Penicil-lina/Estreptomicina (P/S) al 1%, a 4°C o en

gel.
3.1.2. Digestio6 del teixit i seleccio de les cél-lules endotelials

Sota la campana de cultius cel-lulars, en condicions d’esterilitat, es va procedir a la
digestio del teixit pulmonar. Els pulmons van ser traslladats a una placa de petri, on es
va procedir a la digestio mecanica mitjangant la trituraciod i homogeneitzacié amb un
bisturi. La pasta homogeénia del teixit, es va transferir a un tub de 50 mL amb 5 mL de la
solucio de digestio (HBSS 1% P/S, dispassa Il 4 U/mL) i es va incubar durant 1 h a 37°C.
Durant la digestio, es va tractar un placa de cultius de 12 pous amb 0,5 mL de gelatina
porcina al 0,5% (diluida en dH.O) per pou. Durant aquest temps, també es va preparar
la solucio de boles magneétiques o dynabeads (8 puL/pulmd). Aquestes van ser rentades
entre 3 i 5 vegades amb 1 mL de PBS/BSA (PBS amb 0,5% de BSA), amb I'ajuda d’'una
gradeta imantada. En I'Ultim rentat, les dynabeads van ser resuspeses en tan sols 8
uL/pulmd de PBS/BSA, als que se’ls hi va afegir 1,25 pL d’anticos anti-CD144 (anti-Ve-
cadherin) per pulmo processat. Aquesta mescla va ser incubada a temperatura ambient
durant 30 min-1 h.

Un cop digerit, el teixit va ser pipetejat intensament fins aconseguir la seva disgregacio i
obtenir una suspensié cel-lular. Aquesta es va filtrar per porus de 40 ym i es va barrejar
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amb 10 mL de DMEM complet (amb FBS inactivat al 10% i P/S al 1%) per tal d’aturar
I'accié enzimatica de la dispassa. Després de 2 centrifugacions (5 min, 1200rpm) i la
resuspensié del pellet en 5 mL de PBS/BSA, la suspensié cel-lular va ser centrifugada
un ultim cop, i el pellet resultant va ser resuspés en 100 uL de PBS/BSA. En paral-lel, la
solucio6 de les dynabeads amb CD144 també va ser resuspesa en 100 uL de PBS/BSA.
La suspensié cel-lular i les dynabeads-CD144 van ser barrejades i incubades durant 1 h
a temperatura ambient. Transcorregut aquest temps, la mostra va ser resuspesa en 1
mL de PBS/BSA i, amb I'ajuda de la gradeta imantada, es va separar el sobrenedant de
les dynabeads-CD144 unides a les ECs. Aquest pas es va repetir 2 vegades més (rentant
amb 1 mL de PBS), fins a obtenir una suspensié d’ECs suficientment pura, la qual va ser
resuspesa en 1 mL de medi F12 complet (suplementat amb FBS inactivat al 20% i P/S al
1%) i plaguejada a la paca de 12 pous, préviament tractada amb gelatina.

3.1.3. Purificacio del cultiu endotelial

El cultiu I’ECs va ser refrescat amb medi F12 complet cada 2-3 dies. Habitualment,
passada una setmana, el cultiu s’ha expandit i arriba a la seva confluéncia. Es en aquest
moment que cal dur a terme una segona seleccio per tal de purificar el cultiu i evitar el
creixement d’altres tipus cel-lulars. Per fer-ho, es van preparar i incubar les dynabeads
amb I'anticos CD144 (seguint el mateix protocol anterior). Les dynabeads, unides a
I’anticos, es van resuspendre en 0,5 mL de PBS, i després de retirar el medi, es van
afegir sobre el cultiu i es van incubar durant 30-45 min a temperatura ambient. A
continuaciod, es va retirar el sobrenedant del pou i les cél-lules van ser tripsinitzades
(afegint 0,5 mL de tripsina sobre el cultiu i incubant 5 min a 37°C) i recollides en DMEM
complet. La suspensio cel-lular resultant va ser centrifugada (5 min, 1200rpm) i el pellet
va ser resuspés en 1,5 mL de F12 complet per, finalment, ser plaquejat en un pou d’'una
placa de 6 pous (préviament tractada amb gelatina porcina 0,5%).

3.1.4. Manteniment i expansié del cultiu endotelial

El cultiu endotelial es va mantenir a 37°C en incubadors amb un 5% de CO,, canviant el
medi cada 2-3 dies. Per a I'expansié del cultiu, les cél-lules van ser tripsinitzades
(rentades amb PBS i incubades amb 0,5 mL de tripsina 5 min a 37°C) i recollides en 1
mL de DMEM complet. Després de la centrifugacio, el pellet va ser resuspés en F12
complet i sembrat en una proporcié 1 a 3 en plagues préviament tractades amb gelatina
porcina al 0,5%. Ja que es tracta d’un cultiu primari, aquestes cél-lules van ser utilitzades
duran els primers 6 passatges. Més enlla, el cultiu comencga a perdre la seva morfologia
caracteristica i les cél-lules comencen a adoptar trets senescents.

3.1.5. Criopreservacio6 del cultiu endotelial

mMLECs establertes en cultiu a passatges molt primerencs (idealment després de la
segona expansiod) van ser criopreservades i emmagatzemades en nitrogen liquid (N.).
Per fer-ho, un pou d’una placa de 6 pous va ser tripsinitzat, centrifugat i resuspés en FBS
inactivat i DMSO al 10%. Aquesta suspensié va ser congelada a -80°C en criotubs, per
al cap d’uns dies, ser transferida a un tanc de N..
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Per a la descongelacié i us d’aquestes cél-lules, els vials congelats van ser rapidament
submergits en un bany a 37°C. Abans de la completa descongelacié de la solucio,
aquesta va ser homogeneitzada amb 2 mL de DMEM complet i transferida a un tub de
15 mL, que es va centrifugar 5 min a 1200rpm. El pellet de cel-lules aleshores va ser
resuspés en 1,5 mL de F12 complet i sembrat en 1 pou d’una placa de 6 pous. En
aquesta cas és important canviar el medi 24 h després de la descongelacid, per tal de
retirar totes aquelles restes celllulars que no s’han adherit a la placa i facilitar la
supervivéncia de la resta de ceél-lules vives.

3.2. Induccid de l'activitat Cre in vitro

Les mLECs van ser tractades amb 4-OHT 2mM (preparat a partir de 4-OHT 10mM, diluit
en F12 complet) durant 6 h. En paral-lel, es van tractar cél-lules amb etanol (vehicle) en
la mateixa proporcio, les quals van ser utilitzades com a control wild type (mateix genotip,
no recombinants). Després del tractament, les célllules van ser tripsinitzades i re-
plaguejades per a I'experiment en questio.

3.3. Tractaments farmacologics in vitro

3.3.1. Inhibicié de p110a: BYL719 (Alpelisib)

BYL719 (Taula 3.4), més conegut com Alpelisib, és un inhibidor especific de la isoforma
p110a. Per a la seva administracié es va utilitzar un stock de BYL719 10mM (diluit en
DMSO i emmagatzemant a -20°C), el qual es va diluit en medi F12 complet fins a la
concentracio de treball desitjada. Com a control, es van incloure cel-lules tractades amb
vehicle (DMSO) a la concentracio de la dosi més alta (5uM). BYL719 va ser utilitzat per
determinar la senyalitzacié de PI3K i el perfil d’expressio genética de les mLECs EC-
Pik3ca"'%*"”RWT Per fer-ho es van tractar les cél-lules amb dosis de BYL719 0,2, 1 i 5uM.

3.3.2. Inhibicio de la sintesi de glutatio: BSO

L’inhibidor BSO (L-buthionine-sulfoximine) (Taula 3.4) és un inhibidor de la sintesi de
glutatié que actua sobre I'enzim glutamat-cisteina lligasa (GCL), responsable de la
transformacio del glutamat a y-glutamilcisteina, el compost precedent (anterior a la
incorporacié de la glicina) al glutatio reduit (GSH). En els assajos MTS, I'inhibidor BSO
va ser administrat a diferents concentracions (0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 50, 100 i 150uM),
totes elles preparades en medi F12 complet a partir de I’'stock 100mM (diluit en H,O i
emmagatzemat a -80°C). Com a control, I’experiment va incloure mostres tractades amb
vehicle (H2O) en proporcio a la concentracio de BSO més alta (150uM).

3.4. Assaig de viabilitat cel-lular MTS

L’assaig MTS és un assaig colorimeétric utilitzat per determinar la viabilitat cel-lular en
vers a I'exposicio a una escala de dosis de I'inhibidor BSO. El principi en que es basa
aquest experiment és el reactiu MTS tetrazolium, el qual és metabolitzat i reduit per les
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cél-lules viables, generant forzaman amb color. Aquest assaig colorimétric es va dur a
terme en una placa de 96 pous (tractats préviament amb gelatina porcina al 0,5%). Es
van sembrar 1500 mLECs (EC-Pik3ca"'*"*"T préviament induides amb 4-OHT o etanol)
per pou, en un volum total de 200 uL de medi. Després del seu cultiu durant 24h, es va
canviar el medi per iniciar el tractament farmacoldgic. Transcorregudes 72 h de
tractament, es van afegir 20 pL de reactiu MTS per cada pou, i es van incubar les plaques
durant 2 h a 37°C amb un 5% de CO.. Passat aquest temps, es va mesurar I'absorbancia
a 490nm de cada un dels pous com a valor relatiu de la viabilitat cel-lular. L’assaig inclou
un temps 0, on a I'inici de 'experiment (abans d’afegir el tractament), s’afegeix el reactiu
MTS (20 pL/pou), s’incuba 2 h i es mesura I'absorbancia per determinar la viabilitat
cel-lular inicial. Aquest valor inicial serveix com a referéncia per determinar diferéncies
en la viabilitat cellular després dels diferents tractaments i relativitzar possibles
diferencies inicials en el nombre de cél-lules sembrades a cada pou. Per cada una de
les répliques biologiques (3 per experiment) es van incloure 6 replicats técnics per a
cada condicié (genotip, inhibidors i dosis). Les dades dels experiments es van
representar en funcié del logaritme de la concentracio de l'inhibidor BSO.

3.5. Analisi de I'expressié genica: PCR quantitativa
3.5.1. Extraccié d’ARN

Les cél-lules destinades a I'analisi de I'expressié genica van ser rentades amb PBS a 4°C
i emmagatzemades a -80°C fins al moment de I'extraccié de I’ARN. El contingut d’ARN
cel-lular va ser aillat mitjancant I'is de dos kits diferents: el kit RNaesy Plus o el kit
Maxwell® RSC simplyRNA Cells, en tots dos casos seguint les instruccions dels
fabricants. La concentracio i la qualitat de I’ARN va ser mesurada amb I'espectrometre
NanoDrop ONE. A partir dels valors obtinguts, es van preparar dilucions amb 0,5 ug
d’ARN en 10 pL d’H.0.

3.5.2. Sintesi de cADN

Per a la sintesi de cADN es va utilitzar el kit High Capacity cDNA Reverse, basat en la
retrotranscripcio de ’ARN a cADN (RT-PCR), seguint les instruccions facilitades per la
casa proveidora. En el processament de les mostres es van incloure els controls negatius
pertinents: una reaccié sense mostra d’ARN i una mostra sense enzim retrotranscriptasa.
La reacci6 va resultar en I'obtencié de 0,5 ug de cADN per cada una de les mostres.

3.5.3. PCR quantitativa (qPCR)

La PCR quantitativa (QPCR) es va dur a terme amb el kit LighCycler 480 SYBR Green |
Master. EI cADN obtingut va ser diluit 10 vegades en H,O lliure d’ARNases i el tampd
groc facilitat per el kit. La gPCR es va dur a terme en una placa de 384 pous seguint les
indicacions del kit i incloent un ultim control entre les mostres testades; una mostra sense
cADN. Com a gen de referéncia o house keeping vam utilitzar ml32, una proteina
ribosdmica expressada de manera estable a les cél-lules de ratoli. Totes les seqliencies
equivalents als primers utilitzats a les gPCR realitzades en aquesta tesi es troben
detallades a la Taula 3.10.
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3.6. Estudi de la senyalitzacié cel-lular: immunodeteccié proteica

3.6.1. Extracci6 i quantificacio proteica

Les cél-lules, en plaques que 6 pous, van ser rentades amb PBS a 4°C i guardades a -
80°C fins al moment de I'extraccid. Cada uns dels pous va ser lisat amb 80 yL de tampod
de lisi (Tris-HCI pH 7.4 50mM, EDTA 5mM, NaCl 150mM i Trité X-100 al 1%) suplementat
amb inhibidors de proteases i fosfatases durant 15 minuts sobre gel. La lisi cel-lular va
ser recollida en tubs eppendorf d’1,5 mL i centrifugada a maxima poténcia durant 10 min
a 4 °C. El sobrenedant resultant va ser transferit a nous tubs i analitzat per a la seva
quantificacié. Per determinar el contingut proteic de cada mostra es va utilitzar el kit
Pierce BCA Protein Assay, seguint les instruccions marcades per el fabricant.

3.6.2. Separacio de proteines i immunodeteccio

Per a la immunodeteccié proteica (també anomenada Western blot), el contingut total
de proteines cel-lulars va ser separat per mida en gels de poliacrilamida al 10%,
mitjancant I’electroforesi amb tampd de carrega electroforética (Tris 25mM, glicina
192mM, SDS 1.7mM) a 130 volts. Seguidament, les proteines del gel van ser transferides
a membranes de nitrocel-lulosa a partir del contacte fisic entre el gel i la membrana en
tampo de transferéncia (glicina 192mM, Tris 25mM, pH8.3) i una corrent constant de 75
volts durant 1,5 h a 4°C.

Les proteines, ara a la membrana, van ser bloquejades amb llet al 5% en TBS-T (PBS
amb Tween-20 al 1%) durant 30 min a temperatura ambient i en agitacio. Després de 3
rentats amb TBS-T, les membranes van ser tallades, d’acord amb la mida de les
proteines a detectar (gracies a I’ajuda dels marcadors de pes molecular també carregats
al gel). Aleshores, van ser incubades amb I’'anticos primari pertinent (Taula 3.6), preparat
en TBS amb BSA al 2% i acida 1/1000. La incubacio es va dur a terme en rotacio
constant, a 4 °C, durant tota la nit. Al dia seglent, les membranes van ser rentades 3
vegades amb TBS-T i incubades durant 2 h a temperatura ambient amb I'anticos
secundari conjugat amb peroxidasa HRP (Taula 3.7) (preparat en llet al 5%, diluida en
TBS-T). A continuacid, es van tornar a rentar 3 vegades amb TBS-T i es va procedir al
revelat de la immunodeteccid. Per fer-ho, les membranes van ser incubades durant 1-2
min amb solucio ECL (Tris 0,1 M pH 9.35, luminol 2.2mM, acid coumaric 2.2mM i H,O,
al 0,06%), cobertes de la llum. La reaccio de 'ECL amb els anticossos secundaris
conjugats va permetre la deteccié de la quimioluminescéncia generada pel luminol, un
senyal equivalent a la quantitat de proteina present a la membrana.

3.7. Estudi del metabolisme cel-lular: analisi metabolomic

3.7.1. Extraccio dels metabolits

Les cél-lules mLECs, provinents de 4 mascles adults (4 setmanes) EC-Pik3ca"'**"*"T van
ser tractades amb 4-OHT o etanol en una placa de 6 pous durant 6 h (en confluéncia), i
tripsinitzades i re-plaquejades per al seu analisi metaboldomic. 48 h després de la
induccio, amb una confluéncia entre el 60 i el 80%, es va procedir a I'extraccio dels
metabolits intracel-lulars. Per comencar, es va retirar exhaustivament tot el medi de les
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plaques, les quals van ser depositades immediatament sobre gel sec. Cada pou va ser
recobert amb la solucié d’extraccié (1 mL de metanol gelat al 80%, diluit en H,O HPLC)
i incubat a -80°C durant 15 min per tal d’assegurar la inactivitat enzimatica.
Transcorregut aquest temps, les plaques van ser disposades sobre gel sec i les cel-lules
van ser rascades i recollides en un tub eppendorf d’1,5 mL. Les mostres es van
centrifugar a 20.000 rcf durant 10 min a 4°C, i es va transferir el sobrenedant a 2 nous
tubs de 1,5 mL (0,45 mL per tub; un d’ells va ser la mostra a analitzar, i el segon va ser
utilitzat com a replicat de seguretat). Finalment, les mostres van ser sotmeses a una
centrifugacio al buit (maxima poténcia, temperatura ambient) durant 2 h que va permetre
I'evaporacié del metanol i la concentracié dels metabdlits, donant lloc a un petit pellet
sec. Vam analitzar 3 replicats técnics i 4 répliques bioldgiques (incloent per a cada una
el pertinent control wt, tractat amb etanol).

3.7.2. Analisi metabolomic

Després de I'extraccio, les mostres van ser preparades i enviades a -80°C al laboratori
del doctor Jason Locasale (Duke University, Durham, EEUU), on van ser analitzades per
cromatografia liquida-espectrometria de masses (LC-MS), incloent la deteccié i mesura
d’un ampli ventall de metabdlits (al voltant de 1000). L’analisi bioinformatic posterior va
determinar els metabolits diferencialment representat en les mostres Pik3ca'*4RWT
respecte als controls wt.

3.8. Analisi del cicle cellular per citometria de flux

Les céllules provinents d’animals EC-Pik3ca"'™®"T van ser induides amb 4-OHT o
etanol i cultivades amb medi F12 complet (amb FBS inactivat al 20%) o amb F12 sense
FBS. Després de 24 h, les cél-lules van ser tripsinitzades i resuspeses per a I'analisi del
cicle cel-lular. Es van recollir 106 cél-lules per condicid, que es van rentar amb PBS i es
van fixar afegint, gota a gota, 0,9 mL d'etanol gelat al 70% mentre s’agitava suaument la
suspensié cel-lular. Les cél-lules fixades es van emmagatzemar 24 h a -20°C. Al dia
seguent, les cél-lules es van centrifugar a 1600rpm durant 5 min i es van rentar amb
PBS. El pellet cel-lular es va tenyir durant 30 min a temperatura ambient amb la solucié
de tincié FxCycle PI/RNase (0,5 mL per mostra). Aquesta tincié permet la deteccio del
contingut d’ADN cel-lular mitjancant la intercalacié de iodur de propidi entre les bases
nitrogenades. Aquest compost també s’uneix a I’ARN, pel que el kit inclou RNAasa per
evitar la deteccié d’aquest. La tincio cel-lular va ser avaluada mitjangant citometria de
flux (BD FACS Canto TM ll) i les dades van ser analitzades amb el programa FlowJoTM
v10.8.0.

4. Analisi estadistic

Els analisis estadistics presents en aquesta tesi es va realitzar mitjangant I'aplicacio del
test no paramétric de Mann Whitney, utilitzant Prism 9 (GraphPad Software Inc.). Totes
les grafiques es mostren amb els punts equivalents a valors individuals de cada réplica
biologica i mostren barres d’error d’acord amb I'error estandard de la mitjana (s.e.m.).
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Els valors de p considerats estadisticament significatius van ser els segtients: *p < 0,05;

**p <0,01 i ***p <0,0001.

5. Taules de reactius

Reactiu Referéncia Casa comercial

4-OHT H7905 Merck

Acid coumaric C9008 Sigma-Aldrich

Acrilamida 161-0156 Bio-Rad

Agarosa V2111 Promega

Bromur d'etidi E1510 Merk

BSA A7030-100G Sigma-Aldrich

DAPI S$33025 Invitrogen

dNTPs 733-1363 ThermoFisher Scientific

EDTA E5134 Sigma-Aldrich

etanol pur 64-17-5 Merk

Glicina G7126 Sigma-Aldrich

H2.0 HPLC 270733 Sigma-Aldrich

HP-B-CD H107 Sigma-Aldrich

Inhibidors fosfatases (PhosSTOP™) 4906845001 Roche

Inhibidors prot mplete™, Mini

Protease Ir?hiobiigfzso(cclft)ail)p e 11836153001 Roche

Kit Click-iT® EdU Alexa Fluor® 647 C10340 Invitrogen

Kit FxCycle PI/Rnase staining F10797 Invitrogen

:Sit High. Cgpacity CDNA Reverse 4368814 Applied biosystems
ranscription

Kit LighCycler 480 SYBR Green | Master 4.707.516.001 Roche

Kit Maxwell® RSC simplyRNA Cells AS1390 Promega

Kit MTS assay ab197010 Abcam

Kit RNeasy Plus Mini 50974134 Qiagen

Luminol 123072 Sigma-Aldrich

Membranes nitrocel-lulosa BioTrace™ NT = 732-3031 Pall Life Sciences

Metanol HPLC 34860 Sigma-Aldrich

NaOH 10396240 ThermoFisher Scientific

Nuclease-free H20 AM9937 Invitrogen

PFA 158127 Sigma-Aldrich

Pierce BCA Protein Assay kit 23225 Pierce

Polimerasa Biotaq 733-1302 VWR International Eurolab

Polimerasa Titanium Taq 639208 Clontech

SDS L3771-100G Sigma-Aldrich

Shandon™ Immu-mount™ 10622689 ThermoFisher Scientific

SYBR™ Safe DNA Gel Stain S$33102 Invitrogen

Tampd 10X Bio Taq sense Mg2+ 733-1302 VWR International Eurolab

Tampo 10X Titanium Taq 639142 Clontech

Tritdo X-100 T9284 Sigma-Aldrich

Trizima Base T6066 Sigma-Aldrich

Tween-20 P1379 Sigma-Aldrich

Taula 3.3. Reactius i kits comuns
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Inhibidor Referéncia Casa comercial

CIA1 AOB11404 Aobius

BYL719 (Alpelisib) S2814 Selleckchem

BSO B2515 Sigma

Taula 3.4. Inhibidors

Reactiu Referéncia Casa comercial

BSA 30% A0296 Labclinics

DMEM 41965-039 Gibco

DMEM F12 21041-025 Gibco

Endothelial Cell growth medium 2 C-22111 Promocell

Dispassa Il 4942078001 Roche Diagnostics
Dynabeads sheep a-Rat IgG 110-35 Invitrogen

FBS 10270106 Gibco

Gelatina porcina G1890 Sigma-Aldrich

HBSS 14170-112 Gibco

P/S (Penicilina/Estreptomicina) 15140-122 Gibco

PBS D8537 Sigma-Aldrich

Rat anti-mouse CD144 555289 BD Pharmingen

Tripsina 15400054 Gibco

Taula 3.5. Medis i reactius per al cultiu cel-lular

Anticos Referéncia Casa comercial Espécie Dilucio

ERG AB92513 Abcam Rabbit 1/300 (IF)
ERG-Alexa Fluor 647 AB196149 Abcam Rabbit 1/200 (IF)
GFP AB13970 Abcam Chicken 1/100 (IF)
GFP R1091P Origene Goat 1/500 (IF)
GFP-Alexa Fluor 488 A-21311 Invitrogen Rabbit 1/300 (IF)
Ki67 14-5698-82 Invitrogen Rat 1/200 (IF)
NG2 AB5320 Millipore Rabbit 1/200 (IF)
RFP-CF594 20422 BIOTIUM Rabbit 1/300 (IF)
pAKT Ser473 4060 Cell Signalling Tech.  Rabbit 1/1000 (WB)
0S6 Ser235/236 4857 Cell Signalling Tech.  Rabbit m 880(|(FV)VB);
t-AKT 9272 Cell Signalling Tech.  Rabbit 1/2000 (WB)
t-S6 2212 Cell Signalling Tech.  Rabbit 1/1000 (WB)
Ve-Cadherin sc-6458 Santa Cruz Biotech. Goat 1/500 (WB)
Vinculin 9131 Sigma-Aldrich Mouse 1/10000 (WB)
aSMA-Cy3 C6198 Sigma-Aldrich Mouse 1/200 (IF)
B-Actin AB49900 Abcam Mouse 1/10000 (WB)

Taula 3.6. Anticossos primaris
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Anticos Referéencia  Casa comercial Espécie Dilucioé

anti-mouse P0260 DAKO Rabbit 1/5000 (WB)
anti-rabbit P0399 DAKO Swine 1/5000 (WB)
anti-goat P0449 DAKO Rabbit 1/5000 (WB)
anti-rat P0450 DAKO Rabbit 1/5000 (WB)

Taula 3.7. Anticossos secundaris per a laimmunodeteccio proteica

Anticos Referéncia Casa comercial Espeécie Dilucié

anti-mouse Alexa Fluor 568 ® A11004 Invitrogen Goat 1/300 (IF)
anti-mouse Alexa Fluor 488 ® A11001 Invitrogen Goat 1/300 (IF)
anti-chicken Alexa Fluor 488 ® A11008 Invitrogen Goat 1/300 (IF)
anti-goat Alexa Fluor 568 ® A11057 Invitrogen Donkey  1/300 (IF)
anti-rabbit Alexa Fluor 647 ® A31573 Life Tech Donkey  1/300 (IF)
anti-rabbit Alexa Fluor 568 ® A10042 Invitrogen Goat 1/300 (IF)
anti-rabbit Alexa Fluor 405 ® A31556 Life Tech Goat 1/300 (IF)
anti-rat Alexa Fluor 633 ® A21094 Invitrogen Donkey  1/300 (IF)
Isolectin GS-IB4 Alexa-647 ® 132450 Invitrogen - 1/300 (IF)
Isolectin GS-IB4 Alexa-568 ® 121412 Invitrogen - 1/300 (IF)
anti-streptividin 405 S$32351 Life Tech - 1/300 (IF)

Taula 3.8. Anticossos secundaris per a la tincié per immunofluorescéncia

Materials/equips Referéncia Casa comercial

Bisturi quirargic 211 Swann Morton
Cobreobjectes 50 x 24 mm 101222 Marienfeld
Cobreobjectes 15mm diametre 631-1579 VWR International Eurolab
Eppendorf 1,5 mL 390690 ClearLine

Eppendorf 2 mL 72.695.500 Sarstedt

Filtres 40m (40um Cell Strainers Blue) 352340 Falcon

Microtisores de disseccio 15000-10 Fine Science Tools
Pinces de disseccio corbades 1001592 ThermoFisher Scientific
Pinces de disseccio per l'aillament de retines 11251-10 Fine Science Tools
Pinces de disseccio rectes 1631 ThermoFisher Scientific
Plaques de 12 pous 3513 CORNING

MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate 4309849 Applied biosystems
Plaques 12 pous 153513 Cultek

Plaques 6 pous 833.920 Sarstedt

Plaques 96 pous 353072 Falcon

Plagues de petri 150mm x 25mm CLS430599  Corning

Portaobjectes 1000200 Marienfeld

Tisores de disseccid NC1832126  ThermoFisher Scientific
Tubs 15 mL 430791 Corning
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Tubs 50mL 62.547.254 Sarstedt
Criotubs 363401 Nunc
Xeringa Hamilton® 21325U Sigma-Aldrich

Taula 3.9. Materials i altres equips

Gen Proteina Seqiiéncia dels primers (5'-3’)
FW: ACCCCAGAGGCATTGACAAC
mi32 MRPL32 RV: ATTGTGGACCAGGAACTTGC
FW: GTTCGGGCCCTATCACTTCA
Gpx8 GPx RV: GGTCTGATGGCTTCAAGGGG
FW: TCCGACGAAATGGAAGACATCA
Ggct e6et RV: CATCACCACTTGCACATGCC
FW: GATGTTCATGAGCTCTGCGA
Magst1 GST RV: TCTTGGCATTCTCTCCCTTG
FW: TCCGACGAAATGGAAGACATCA
sle16a10 SL16A10 RV: CATCACCACTTGCACATGCC
FW: GCAGTGCACCAACCAAAGAG
sleias SLCIAS RV: TGGATACAGGATTGCGGTATTT
FW: GTGACCCTCACTACCTGCAC
Gls GLS1
RV: AGCAACATAGCAACAGGGCT
FW: GCAAGTGGAGAAGCTCAAGG
Nr2f2 COUP-TFII RV: TTCCAAAGCACACTGGGACT
FW: CTGGATGGAGAACCCCTACA
Ephb4 EPHBA RV: CCAGGTAGAAGCCAGCTTTG
FW: TCCTCCTGACTATACCTGACTTCATCT
Cxcrd CXCR4

RV: CCTGTCATCCCCCTGACTGAT

Taula 3.10. Primers per a I’analisi de I’expressié génica per qPCR
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RESULTATS

El descobriment de mutacions activadores a la via PI3K com a causa comu de les
malformacions venoses va marcar un abans i un després en la comprensié d’aquest tipus
de patologies. Aquest projecte parteix de resultats previs, publicats per les directores de
la present tesi, on es descriu la mutacid H1047R al gen PIK3CA com a causa de la
hiperplasia endotelial i les anomalies venoses. Es va demostrar que I'expressié de la
mutaciéo en heterozigosi de manera mosaica durant etapes primerenques del
desenvolupament embrionari, dona lloc al naixement de ratolins amb evidents
malformacions vasculars al llarg de I'organisme. Donada la implicacié vascular en les
lesions observades i, per tant, el possible rol de la EC en el desenvolupament de les
malformacions, I'expressié de Pik3ca"'*’F especificament a I'’endoteli va corroborar el
fenotip observat, desenvolupant una hiperplasia vascular dramatica, la qual va ser
correlacionada amb un notori increment de la proliferacié endotelial (256).

Altres resultats generats préviament al nostre laboratori van confirmar que la
senyalitzaci6 de PI3K en mLECs EC-Pik3ca"’®f"T es veu significativament
incrementada 24 h després de la seva inducciéo amb 4-OHT. L’increment dels nivells
d’AKT fosforilat (Ser473) a les céel-lules mutants en comparacié amb el pertinent control
wt (cel-lules no induides, tractades amb etanol), prova la rapida i robusta sobreactivacio
de la via després de I'expressio de la mutacio. D’altra banda, I'analisi transcriptdomic
d’aquestes mateixes cél-lules mitjancant la sequenciaci6 de '’ARN de 4 replicats
biologics EC-Pik3ca™'%*"”WT j els respectius controls, va donar lloc al descobriment d’un
ampli perfil d’expressié diferencial, amb un augment remarcable dels gens associats a
la divisio cel-lular, la mitosi i la progressio del cicle cel-lular (276). Els resultats d’aquest
analisi transcripcional seran utilitzats en diversos punts al llarg de la tesi.

1. Objectiu 1: Generar un model de malformacions vasculars mitjangcant
Pexpressio postnatal de Pik3ca'’%4’f en la vasculatura de la retina de
ratoli, considerant el moment d’expressié de la mutacié com a element

catalitzador.

1.1. Els factors de creixement potencien la sobreactivacio de PI3K i la proliferacio de

les ECs Pik3ca'1%4'R,

Ha estat provat que Pik3ca"'’R provoca la hiperproliferacié de les ECs, pero els
mecanismes rere aquest procés encara son desconeguts. Per avaluar la rellevancia
bioldgica del programa molecular proliferatiu desencadenat per I'expressié de
Pik3ca"4’R vam utilitzar les ECs primaries mLECs, derivades d’animals EC-
Pik3ca""*"”*"T (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Model EC-Pik3ca""047RWT. A partir de I'administracié de 4-OHT, la recombinasa CreER™ es
transloca al nucli per recombinar I'exé 20 wt en un dels al-lels de Pik3ca, donant lloc a I'expressié de
I’'ex6 20 portador de la mutacié activadora H1047R. La modificacié genética tindra lloc a les ECs donat
el control de Cre per el promotor de Pdgfb.

Amb l'objectiu de valorar I'impacte dels estimuls extracel-lulars sobre el fenotip de les
cél-lules mutants vam comparar la senyalitzacié de PI3K de cultius cel-lulars exposats
durant 30 minuts a medi no suplementat amb FBS o medi amb FBS al 20%. La preséncia
o abséncia del conjunt de factors de creixement presents en el medi va determinar, en
certa manera, el grau de sobreactivacio de la via PI3K. La sobreactivacio d’AKT (Ser
473) va resultar evident en les céllules Pik3ca"'*’R (tractades amb 4-OHT)
independentment de la preséncia de factors de creixement al medi. Tant mateix, els
nivells de fosforilacio de S6 (p-S6 Ser 235/236), un efector posterior de la via PI3K, si
van demostrar diferéncies d’acord amb la composicié del medi. Mentre els nivells de p-
S6 son practicament inapreciables en abséncia de FBS, S6 augmenta notoriament la
seva fosforilacié després de I'estimulacio amb FBS, tant a cél-lules mutants com als
controls wt (Figura 4.2). Si bé és cert, S6 no és exclusivament activat per I'accio de PI3K,
sind que altres cascades de senyalitzacié prenen part en el seu control i podrien estar
responent a I’estimul extracel-lular del medi. Tant mateix, I'increment en p-S6 és superior
sota I'expressié de Pik3cat’%’R el que suggereix que la sobreactivacio genética de I'eix
de senyalitzaci6 de PISK/AKT/mTOR manté certa dependéncia en [I'estimulacio
extracel-lular de la via.

EC-Pik3caM104mR

etanol 4-OHT
- -+ 4 4 4+ - - . & & 4 20%FBS
132*[::7--,-f-33-252— VE-cadherin
s0-] o ..-—.._..4 p-AKT (S473)
34 - -—-‘p—SG (S235/236)

32«{-——--""‘"'"““""“t'36

120*{—-————————-— ‘vinculin

Figura 4.2. La sobreactivacié de PI3K derivada de I’expressié Pik3ca'’%4’R és potenciada en
preséncia de factors de creixement extracel-lulars. Inmunodetecci6 dels nivells de fosforilacio de
les proteines efectores de la via PI3K (AKT i S6) després de I'exposicio durant 30 min a medi privat de
FBS o amb FBS al 20%, comparant ECs Pik3ca"'%4’R (tractades amb 4-OHT) i Pik3ca"" (tractades amb
etanol). Els nivells totals de les proteines fosforilades, aixi com els nivells de VE-Cadherin i vinculin sén
mostrades com a controls de carrega. n = 3.
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Sota aquestes mateixa premissa, i amb I'objectiu de avaluar I'impacte de I'estimulacié
extrinseca sobre el comportament fisioldgic de la cél-lula mutant, mLECs Pik3ca™" i
Pik3ca"'**"*"Tyan ser induides i cultivades durant 24 h amb o sense FBS (20%). Després
de la seva fixacio i tincid, les mostres es van sotmetre a 'analisi del cicle cel-lular per
citometria de flux. Aquest experiment va revelar que, tot i que la senyalitzacié d’AKT
sembla ser independent de I'estimulaciéo amb FBS (Figura 4.2), la preséncia de factors
de creixement al medi és suficient i necessaria per induir 'augment significatiu en la
proporcié de ECs Pik3ca"'*® en proliferacio (fase S o G2/M) (Figura 4.3 A i B). En
abséncia d’estimuls externs i amb independéncia al genotip de les ECs, els nivells de
proliferacié es mantenen relativament baixos (al voltant del 20-25%). Pel contrari, en ser
estimulades amb FBS, les ECs activen la seva proliferacio, de manera lleugerament
major a les céllules Pik3ca"’*’R Aquest fet correlaciona amb les diferencies en els
nivells de p-S6 observades anteriorment (Figura 4.2), i ens suggereix que els nivells
d’activacio de I'eix PISBK/AKT/mTOR son rellevants per a la induccié de la proliferacio
patologica derivada de Pik3ca'"%"R,

A B *hkk
Cler Mls [eam - p<0.0001
- =0.0069
120 50 P .o
= .
o
100 — 0 404
7]
80 [}

B 8 30 LA

2 °

3 80 3 :

° 8 20+ O

= 40+ S
Eo]
o 10

20 o
0 0
- * - + 20%FBS -+ -+ 20%FBS
Pik3ca"T  Pik3caomaT Pik3ca"m  Pik3caHorRWT

Figura 4.3. L’estimulacié6 amb FBS indueix un augment del nombre de cél-lules Pik3ca"'%’R en
proliferacié. Analisi del cicle cel-lular mitjangant citometria de flux d’ECs Pik3ca"'™i Pik3ca"'%’R en cultiu
amb 20% FBS o sense FBS durant 24 h. A. Representacio del % de ceél-lules identificades en cada una
de les fases del cicle cel-lular (G1, S o0 G2M). B. Representacio del % total de cél-lules identificades en
fase S/G2M per cada un dels genotips i condicions testades. n = 3-5.

1.2. L’estimulacié angiogénica és necessaria per al desenvolupament de

malformacions vasculars derivades de Pik3ca'%4'R,

Les malformacions vasculars apareixen durant el desenvolupament embrionari, quan els
senyals mitogénics endotelials es produeixen a altes concentracions. D’altra banda, en
la practica clinica, trobem casos recurrents on la progressio o reactivacio del creixement
de la malformacio té lloc en estadis d’alta fluctuacio d’estimuls de creixement, com per
exemple, la pubertat. Aquestes evidéncies, juntament amb els resultats dels experiments
in vitro mostrats anteriorment (Figures 4.2 i 4.3), suggereixen que el fenotip causat per
I'expressio de Pik3ca'™® podria créixer de manera sinérgica a I'estimulacié del
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creixement del teixit vascular. Es a dir, la patogénesi originada per Pik3ca"'*’f podria
ser depenent del moment i el context mitogénic del teixit en questio.

Per provar aquesta idea, hem pres avantatge de la vasculatura de la retina postnatal de
ratoli, la qual permet l'estudi de diferents fases del desenvolupament vascular.
Publicacions anteriors han postulat la existpencia de tres etapes diferenciades durant la
vascularitzacié de a la retina, a les quals ens referim com etapa primerenca, intermédia
o tardana (166,282). En la primera etapa té lloc la formacio de la capa vascular superficial
on l'estimulacioé angiogénica és constant. En la fase intermedia, es formen les capes
vasculars internes, i tot i que hi continua havent activitat angiogénica, aquesta es
considera menor. Per ultim, durant I’etapa tardana, els vasos ja estan practicament
formats i estan assolint la seva maduresa, pel que el procés angiogenic procedeix a
finalitzar. En el model animal EC-Pik3ca""*"*"T  |’'administracié de 4-OHT (25 mg/kg)
postnatal a I'inici de cada una de les finestres angiogeniques (P1, P7 o P15), i l'aillament
de les retines entre 5 i 8 dies després de la injeccio (a P6, P15 o P21, respectivament),
ens va permetre determinar I'impacte de la mutacio sota la influencia de diferents nivells
d’estimulacio mitogénica (Figura 4.4).

etapa angiogénica:

A4 » primerenca

I I senyals

P1 P6 mitogenics

Y — infermedia

P7 P15

v \v/ s o VW 25 mg/kg 4-OHT
F!15 P£1 > faraana YV aillament de la retina

Figura 4.4. Esquema del procediment experimental per a I’estudi de Pik3ca"'%’R en les diferents
etapes del desenvolupament angiogénic de la retina postnatal. Es mostren tres finestres
experimentals (anomenades etapa primerenca, intermedia i tardana) amb induccié de la recombinacio
(administracié de 4-OHT 25 mg/kg) a P1, P7 o P15, i laillament de les retines a P6, P15 o P21,
respectivament.

En analitzar I'extensio del creixement vascular en les diferents etapes, vam trobar que
durant la etapa primerenca i intermeédia el fenotip hiperplastic mostrava una incidéncia
del 100%, identificant zones vasculars malformades en el total de retines analitzades. No
obstant, I'abast de les lesions va resultar menor durant I'etapa intermédia, on es
presenten malformacions més reduides i localitzades. En canvi, durant I'etapa
primerenca, les lesions es desenvolupen de forma massiva i generalitzada, causant
danys extensius a tot el pétal de la retina. Pel contrari, només un 33% de les retines
analitzades a la etapa tardana mostren arees vasculars aberrants, i en la majoria dels
casos, les lesions detectades es desenvolupen de manera localitzada (Figura 4.5 A i B).
Aquestes dades es veien reflectides en la quantificacio de I'area vascular (IB4*) per cada
una de les condicions, ja que mentre en les dues primeres etapes s’observa un augment
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significatiu de I'area vascular a les retines Pik3ca"'*’R, en la etapa tardana no hi ha
diferencies entre les retines mutants i els respectius controls (Figura 4.7 C).
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Figura 4.5. L’estimulacié mitogénica és necessaria per al desenvolupament de les malformacions
vasculars Pik3ca"%4’R jn vivo. A. Imatges representatives de retines P6, P15 i P21 Pik3ca"” (control,
negatives per Pdgfb-CreER™) i EC-Pik3ca"'%’”RWT Escala = 150um. B. Grafics circulars mostrant la
incidéncia de les lesions vasculars durant les diferents etapes analitzades. Aquestes son classificades
com a lesions localitzades, generalitzades o abséncia de lesid. Es pren com a unitat cada petal de les
retines analitzades. n 2 16. C. Quantificacio de la vascularitat o area IB4* (% d’area I1B4*). n 2 4.

Com a control de la quantitat i distribucié de les cél-lules recombinants en cada una de
les etapes descrites, en paral-lel als experiments anteriors, vam creuar ratolins Pdgfb-
CreER™ amb I'allel mTmG (model al que anomenem EC-mTmG) per al tracat de les
céllules recombinants. Els animals EC-mTmG van ser tractats i analitzats seguin el
protocol descrit anteriorment (Figura 4.4). A partir de la quantificacié de % d’area GFP*
respecte a l'area vascular total (IB4") vam comprovar I'abséncia de diferéncies
significatives en la proporcio de cel-lules recombinants (GFP*) durant les diferents etapes
testades (Figura 4.6 A i B). Aquestes dades van confirmar per tant que les dosis de 4-
OHT administrades son equiparables i proporcionals al creixement del ratoli, que la linia
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Pdgfb-CreER™ és igualment activa en totes les etapes del desenvolupament vascular i,
per tant, que la penetracié i abast de les malformacions vasculars observades no es veu
influenciada per diferéncies en el numero de cél-lules mutants.
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EC-mTmG

P6 P15 P21

Figura 4.6. El percentatge de cél-lules recombinants és equiparable entre en les diferents etapes
angiogeniques. A. Imatges representatives de retines P6, P15 i P21 EC-mTmG. Escala = 150um. B.
Quantificacié del percentatge d’area GFP*/IB4* per cada una de les finestres angiogéniques proposades.
nz=3.

Aixi doncs, aquest resultats indiquen que I'expressio endotelial de Pik3ca"'*’R requereix,
almenys parcialment, d’un context activament angiogénic, amb preséncia d’estimuls
mitogénics que indueixen el creixement aberrant dels vasos i potencien I'aparicio del
fenotip patologic.

1.3. L’expressio endotelial mosaica de Pik3ca"’%’f permet la configuracié d’'un model

per a I'’estudi de les malformacions vasculars venoses.

Com hem vist en el resultats anteriors, la induccié de I'expressio postnatal de Pik3ca''%7%
a P1 amb una dosi alta de 4-OHT (25 mg/kg) dona lloc a el creixement massiu dels vasos,
fent impossible la distincid entre estructures vasculars (Figura 4.5 A). A més, els
experiments amb I'al'lel mTmG, han demostrat que amb la dosi de 4-OHT administrada
fins al moment induim la recombinacié d’una gran proporcié de ECs (superior al 80%)
(Figura 4.6 A i B). Pel contrari, es creu que I'origen de les malformacions vasculars rau
en l'aparicio de la mutacié patogénica en una sola cél-lula progenitora, la qual té la
capacitat d’expandir-se, donant lloc a la distribuciéo mosaica de les cel-lules mutants.

Es per aquest motiu que el segiient objectiu en la nostre recerca va centrar-se en
aconseguir I'expressio mosaica de Pik3ca"'**’R, és a dir, I'expressié de la mutacié en tan
sols unes poques ECs de la retina. Per fer-ho, vam estudiar l'impacte d'un rang
decreixent de dosis de 4-OHT (25, 2,5, 0,25, 0,125, 0,025 mg/kg) durant I'etapa
primerenca del desenvolupament vascular (administrant 4-OHT a P1 i analitzant les
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vam estudiar l'impacte d'un rang decreixent de dosis de 4-OHT (25, 2,5, 0,25, 0,125,
0,025 mg/kg) durant I'etapa primerenca del desenvolupament vascular (administrant 4-
OHT a P1 i analitzant les retines a P6) (Figura 4.7 A). De la mateixa manera que en els
experiments anteriors, i amb la voluntat de validar la proporcié de cél-lules recombinants
per cada una de les dosis de 4-OHT testades, vam fer Us de la linia d’animals EC-mTmG
(Figura4.8 Ai B).

25 mg/kg 4-OHT 2,5 mg/kg 4-OHT 0,25 mg/kg 4-OHT 0,125 mg/kg 4-OHT 0,025 mg/kg 4-OHT

EC-mTmG
4 dosis de 4-OHT
—_ *
e p=0016
5 s pzam .25 ma/kg
—_ . []
= § [ 2.5 malkg
%‘ g [ 0,25 maikg
g B [] 0,125 mgkg
é [] 0,025 mgikg
0

Figura 4.7. La disminuci6 de la dosi de 4-OHT permet configurar un nou model de malformacions
vasculars mitjancant I’expressié mosaica de Pik3ca''%’R. A. Imatges representatives de retines EC-
Pik3ca'1%4"RWT Pg induides a P1 amb dosis decreixents de 4-OHT (25, 2,5, 0,25, 0,125 i 0,025 mg/kg).
Escala = 150um. C. Quantificacio del % d’area IB4* per cada una de les dosis de 4-OHT estudiades. n
=4.

Aquesta estratégia ens va permetre identificar la dosis més baixa de 4-OHT (0,125
mg/kg) que indueix laparicio d’un fenotip de malformacions vasculars robust i
reproduible (Figura 4.7 A i B). En disminuir la dosi de 4-OHT el fenotip massiu observat
anteriorment deixa pas a lesions vasculars més localitzades i fa evidents les artéries, les
quals no semblen afectades per la mutacio. Les aberracions vasculars ara es concentren
en venes i zones capillars, perd mantenen les artéries aparentment intactes. La
quantificacié de I'area vascular (IB4*) per cada una de les dosis de 4-OHT estudiades (a
excepcié de la dosi més baixa) resulta significativament augmentada en retines
Pik3ca"'®*’R i disminueix proporcionalment amb el nombre de céllules recombinants
(Figura 4.7 B). En paral-lel, la quantificacio de I'area GFP*/IB4* dels animals EC-mTmG
mostra una proporcionalitat similar (Figura 4.8 A i B), pel que podem deduir que el
nombre de cél-lules mutants determina I'abast del fenotip.
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Figura 4.8. El model EC-mTmG mostra la proporcionalitat entre el nombre de cél-lules
recombinants per mTmG i la dosi de 4-OHT. A. Imatges representatives de retines EC-mTmG P6,
induides a P1 amb dosis decreixents de 4-OHT (25, 2,5, 0,25, 0,125 i 0,025 mg/kg). Escala = 150um. C.
Quantificacio del % d’area GFP*/IB4* per cada una de les dosis de 4-OHT estudiades. n = 3.

1.4. EIl model mosaic EC-Pik3ca"'*® recapitula els trets caracteristics de les

malformacions venoses.

Un cop establertes les condicions per a I'expressié de Pik3ca"'%’? en mosaicisme, cal
determinar si el model recapitula els trets més caracteristics de la patologia humana. Tal
i com he descrit anteriorment, les lesions apareixen de manera generalitzada a venes i
zones capil-lars. En canvi, els vasos arterials no es veuen afectats ni mostren diferéncies
estructurals en expressar Pik3ca"'%’? (Figura 4.9 A i B). Aixi dons, el nostre model
reflecteix els trets de la patologia humana, on mutacions activadores a PIK3CA han estat
diagnosticades exclusivament en malformacions venoses i capil-lars, perd no semblen
afectar la formacié de les artéries.
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control EC-Pik3cao47rwr EC P:kaca““"""‘”‘

Figura 4.9. L’expressio endotelial de Pik3ca'’%4’R causa I’aparicio de malformacions vasculars a
venes i capil-lars, pero no afecta a les artéries. A. Imatges representatives de retines EC-Pik3cal’47~/WT
P6, induides a P1 amb 4-OHT 0,125 mg/kg. Escala = 150um. B. Imatges a gran augment (40X) de les
retines anteriors. Els asteriscs vermells indiquen artéries o arterioles, el triangle groc indica una vena.
Escala = 30um.

L’analisi de les retines P6, induides amb 0,125 mg/kg de 4-OHT a P1, també va permetre
avaluar els nivells d’activacio de la via PI3K, el recobriment mural dels vasos, la
hiperplasia vascular i la proliferacio endotelial a les lesions. En quant a I'activitat de PI3K,
les retines mutants van demostrar un augment significatiu en la intensitat de la tincié de
p-S6 (Ser235/236), indicant un increment en I'eix de senyalitzacié PI3K/AKT/mTOR
(Figura4.10 A i B). Aquest augment s’observa tant al comparar retines mutants i control
(representat com a fold change) (Figura 4.10 B), com en comparar els nivells de
senyalitzacido d’una lesid aillada amb el teixit vascular circumdant i aparentment sa
(Figura4.10 A).

A B

IE4:p-S6(S235/236) p-S6(S235/236)

control
1B4* (fold change)

0

intensitat de p-S6 a I'area

[l control

[l EC-Pik3carosrmt

EC-Pik3ca"10s7rRwrt

Figura 4.10. Les lesions Pik3ca"'*’? mostren una sobreactivacié de la via PI3BK/AKT/mTOR. A.
Imatges representatives de retines EC-Pik3ca''%7f*WT Pg, induides a P1 amb 4-OHT 0,125 mg/kg. Escala
= 150pm. A la part dreta del panell, es mostren les regions indicades amb els requadres grocs a gran
augment (40X). Escala = 30um. B. Quantificacié de la intensitat relativa de p-S6 (Ser235/236) en
comparar retines Pik3ca"'*4”*"Tj control (negatius per Pdgfb-CreERT™), expressat com a fold change. n
=5.

La tincid de les retines amb NG2 (un marcador especific de pericits a la retina) i la seva
quantificacidé, també va determinar una pérdua del percentatge de cobertura mural
respecte al I'area vascular total (IB4*) a les retines Pik3ca'’*’f en comparacié amb les
retines control (Figura 4.11 Ai B).
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Figura 4.11. Les retines Pik3ca"'%’® mostren defectes en la cobertura mural dels vasos. A. Imatges
representatives de retines EC-Pik3cal*4’’WT Pg, induides a P1 amb 4-OHT 0,125 mg/kg. Escala =
150um. A la part dreta del panell, es mostren les regions indicades amb els requadres grocs a gran
augment (40X). Escala = 30um. B. Quantificacié del % de cobertura mural, expressat com % area
NG2*/IB4* comparant retines Pik3cal’*4’*"Tj control (negatius per Pdgfb-CreER™). n < 5.
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Figura 4.12. Les lesions causades per Pik3ca"’*’"? sén hiperproliferatives. A. Imatges
representatives de retines EC-Pik3ca'’*7f*"T Pg, induides a P1 amb 4-OHT 0,125 mg/kg i tractats amb
EdU 2 h abans del seu sacrifici. Escala = 150um. A la part dreta del panell d’imatges es mostren les
regions indicades amb els requadres grocs a gran augment (40X). Escala = 30um. B. Quantificacio del
nombre absolut de ECs en proliferacio ERG*EdU* per 10* um?. C. Quantificacié del nombre total de ECs
per 10* um?. C. Quantificacio I'area vascular (IB4*) per 10* um? comparant retines Pik3ca"'®”®"Ti control
(negatius per Pdgfb-CreER™). n = 6.

116



RESULTATS: Objectiu 1

D’altra banda, I'administracié d’EdU als animals 2 h abans de I'aillament del teixit va
permetre avaluar el nombre d’ECs en proliferacio (en fase S del cicle cel-lular). Aquest
experiment va revelar que les retines mutants presenten un major nombre d’ECs
proliferatives (ERG* EAU") (Figura 12 A i B). En concordanga, la quantificacio de 'area
vascular i el nombre total de ECs (ERG") també va resultar significativament superior a
les retines Pik3ca"'*’R (Figura 12 A, C i D). En aquest cas, la quantificacié de la
proliferacio és presentada com a nombre absolut de nuclis per area analitzada, és a dir,
numero de cél-lules proliferatives totals per 10* um?, ja que en normalitzar aquests valors
per el nombre total d’ECs, hauriem eliminat qualsevol diferéncia degut a 'acumulacié de
cél-lules a les lesions.

En relacio a aquest ultim punt, vam realitzar un segon experiment per comprovar que la
proporcio entre ECs proliferatives i ECs totals és superior a les retines mutants. En
comptes d’administrar EAU 2 h abans de l'analisi, aquest compost va ser injectat a
'animal 24 h abans. Aquesta estratégia va permetre marcar amb EdU totes aquelles
cél-lules en proliferacio i la seva progénie des de el moment de la injeccié. D’aquesta
manera, totes les ECs que hagin proliferat en algun moment duran les 24 h seran
detectades com EdU" i quantificades en relacié al total de ECs. Confirmant les nostres
sospites, en aquesta ocasio, es va demostrar que la proliferacio és significativament
major a les retines mutants, ja sigui a partir del calcul del percentatge de cél-lules EQU*
ERG?/ total de ECs ERG", com expressat com a nombre total de ECs EdU* (Figura 13 A,
BiC)
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Figura 4.13. L’administracié d’EdU 24 h abans de Planalisi confirma I’acumulacié6 de ECs
proliferatives en retines Pik3ca"'4’R. A. Imatges representatives de retines EC-Pik3ca"%4fFVT pg,
induides a P1 amb 4-OHT 0,125 mg/kg i tractades amb EdU 24 h abans del seu sacrifici. Escala = 30pm.
B. (grafic superior) Quantificacié del nombre absolut de ECs en proliferacié ERG*EdU* per 10 um? en
retines Pik3cal’™””"T i control (negatius per Pdgfb-CreER™). (grafic inferior) Quantificacié del
percentatge de ECs en proliferacié (ERG*EdU*) respecte al total de ECs (ERG") en retines Pik3ca'"047~RWT
i control (negatius per Pdgfb-CreER™). n < 4.
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1.5. La caracteritzacié de retines Pik3ca"'%’f a P4 mostra I'inici del desenvolupament

dels trets patologics.

Amb I'objectiu de caracteritzar amb més precisio 'inici del fenotip patologic descrit a les
retines P6, vam voler estudiar un moment més inicial durant el desenvolupament de les
lesions. Per fer-ho, després de induir la recombinacié seguint el mateix protocol anterior
(injeccio de 0,125 mg/kg de 4-OHT a P1), vam aillar i analitzar les retines tan sols 3 dies
més tard (P4) (Figura 4.14).

0,125 mg/kg afllament
4-OHT de la retina
C T T T »’
PO P1 P4 P6

Figura 4.14. Esquema del procediment experimental per a I’estudi de I'inici del desenvolupament
de les malformacions vasculars. Induccié de la recombinacié mitjangant I'administracié de 0,125
mg/kg de 4-OHT a P1, i aillament de la retina a P4.

Les retines Pik3ca'’%’f a P4 ja mostren una vasculatura distesa i aberrant, amb especial
incidéncia al front angiogénic (Figura 4.15). Tot i que es tracta d’'un moment incipient en
el desenvolupament de les malformacions, a P4 el vasos mutants ja demostren els trets
patologics descrits a les retines P6. La quantificacié dels mateixos parametres
demostren que a P4 ja hi ha un increment significatiu de la senyalitzacié PISK/AKT/mTOR
(augment de la intensitat de p-S6) (Figura 4.16 A i D), el recobriment mural per PCs és
deficient (disminucioé de la relacio entre I'area NG2* i IB4*) (Figura 4.16 E), i hi ha un clar
augment del numero de ECs i ECs en proliferacio (Figura 4.16 F i G) que causen
I'expansio de I'area vascular IB4* (Figura 4.16 H). La caracteritzacié de [linici del
desenvolupament d’aquestes lesions ens permet per tant identificar el moment inicial de
la patologia i determinar estratégies experimentals per a I'avaluacié de possibles farmacs
preclinics.

control EC-Pik3ca"1047RWT

1B4

Figura 4.15. L’analisi de les retines Pik3ca"'®’R a P4 permet caracteritzar I’etapa inicial de les
malformacions vasculars. Imatges representatives de retines EC-Pik3ca'%’”*"T P4, induides a P1 amb
4-OHT 0,125 mg/kg i tenyides amb IB4. Escala = 150um.
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Figura 4.16. La caracteritzacio de les retines Pik3ca"'%4’R a P4 mostra I'inici del fenotip descrit a
P6. (A-C) Imatges representatives de retines EC-Pik3ca"'%"""T P4, induides a P1 amb 4-OHT 0,125
mg/kg. Escala = 30pum. D. Quantificacié de la intensitat relativa de p-S6 (Ser235/236) en comparar
retines Pik3ca'*47R"Ti control, expressat com a fold change. n < 5. E. Quantificacié del % de cobertura
mural, expressat com % area NG2*/IB4* comparant retines Pik3cal%’"VTj control. n < 6. F. Quantificacid
del nombre total de ECs per 10* ym2. n < 6. G. Quantificacié del nombre absolut de ECs en proliferacié
ERG*EdU* per 10* um2. H. Quantificacié I'area vascular (IB4*) per 10* um?2. Les retines usades com a
control provenen d’animals negatius per Pdgfb-CreER™. n < 6.

119



RESULTATS: Objectiu 1

En resum, hem demostrat que la induccié de la recombinacié amb dosis baixes de 4-
OHT en animals EC-Pik3ca"'*"*"T dona lloc a I'expressié mosaica de la mutacio durant
el desenvolupament vascular postnatal de la retina i a I'aparicié de lesions incipients
aillades. A més, aquest ha esdevingut un model clau per a I'estudi de les malformacions
vasculars que recapitula de manera consistent aquells trets caracteristics de la patologia
humana. L’augment de la proliferacio endotelial a causa de la sobreactivacié de la via
PI3K provoca I'aparicid d’anormalitats vasculars hiperplastiques, amb déficit en el
recobriment mural i especificament localitzades a venes i capil-lars. Aquest model per
tant, es convertira en una eina essencial per a I'estudi dels mecanismes cel-lulars i
moleculars que condueixen 'aparicio i formacio de les lesions, tal i com veurem a les
seccions vinents. Altrament, el modelatge de la patologia en un sistema in vivo rapid i
robust obre les portes al seu Us com a eina preclinica. La extensa caracteritzacié
mostrada en aquest treball permet utilitzar el model proposat per a l'avaluacié de
possibles tractaments farmacologics contra les malformacions vasculars causades per
mutacions a PIK3CA.

120



RESULTATS: Objectiu 3

2. Objectiu 2: Caracteritzar la patogenicitat de Pik3ca"’*’R en les
malformacions vasculars prenent com a eix central d’estudi el llinatge
endotelial on s’expressa la mutacio.

2.1. Pik3ca""*’R provoca el sobrecreixement de venes i capil-lars, perd no afecta a

les arteries.

La caracteritzacié del model anterior ha confirmat que I'expressié de Pik3ca"’%’f dona
lloc a lesions vasculars als capil-lars i a les venes, perd no a les artéries. La segona part
de la present tesi es centrara en I'estudi detallat d’aquestes discrepancies fenotipiques
en els diferents tipus vasculars. En base als resultats de la seccié anterior, vam utilitzar
el mateix model animal per estudiar amb més detall el comportament de la EC
Pik3ca"'%*’R, Per fer-ho, vam partir de la mateixa estratégia genética, pero, en aquest cas,
vam afegir I'allel mTmG a I'animal portador de la linia Pdgfb-CreER™ i la mutacié
H1047R. Aquest model és I'anomenat EC-Pik3ca"'*"""-mTmG (Figura 4.17 A). De
forma similar als experiments anteriors, els neonats P1 van ser injectats amb 0,05 mg/kg
de 4-OHT i les retines van ser aillades a P6 (Figura 4.17 B). La preséncia d’aquests tres
allels en un mateix animal ens ha permés visualitzar les céllules recombinants
(Pik3cat*4"RWT. GFP*) i determinar canvis en la seva distribucio i expansio.

LS
Pdgfb CreER™ —
STIOF’ H1047TR STOP

- Pik3ca - Pik3ca(e1-19) P (e20)
S'{OF ST;OP

- R26 - mTomato - mGFP —

B

0.05 mg/kg aillament
4-OHT de la retina
O— —>
PO P1 P6

Figura 4.17. Model EC-Pik3ca""*7*WT.mTmG. A. A partir de I'administracié de 4-OHT, la recombinasa
CreER™ es translocara al nucli per recombinar dos al-lels dependents de Cre: I'exo 20 del gen Pik3ca,
donant lloc a I'expressio de I'exd 20 portador de la mutacié H1047R, i la seqiiéncia mTomato, I'excisio
de la qual donara lloc a 'expressié de mGFP. La modificacio genética tindra lloc a les ECs donat el
control de Cre per el promotor de Pdgfb. B. Esquema del procediment experimental dut a terme en
cadells postnatals EC-Pik3cat’*"""T-.mTmG.

La caracteritzacio en detall de la posicio de les lesions a la vasculatura de la retina P6 va
confirmar les nostres observacions anteriors. Venes i capil-lars presenten anormalitats
en un gran percentatge dels vasos analitzats: el 86,8 i el 61,7 %, respectivament. Pel
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contrari, cap de les artéries observades a les retines mutants (d’un total de 48) semblen
desenvolupar trets patologics (Figura 4.18 A i B).

A mTmG B

control Pik3ca 19 EwT:

capil-lars

vena

artéria 0% (0/48) |

0 20 40 60 80 100
incidéncia (%)

[ sense fenotip
I lesi6 vascular

Figura 4.18. L’abséncia de lesions a artéries fa evident un biaix de la manifestacio fenotipica de
Pik3ca'%4’R a venes i capil-lars. A. Imatges representatives de retines P6 EC-Pik3ca"’®""T-mTmG
injectades amb 0,05 mg/kg de 4-OHT a P1. Utilitzades com a control retines Pdgfb-CreER™; mTmG.
Escala = 150um. B. Quantificacié de la incidéncia de lesions a capillars, venes i artéries, expressada
com a % de vasos amb fenotip patologic respecte al total de vasos analitzats.
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Figura 4.19. Les ECs Pik3ca"%4’R s’expandeixen preferentment a venes i capil-lars. A. Imatges
representatives de retines P6 EC-Pik3ca"'™""T-mTmG, injectades amb 0,05 mg/kg de 4-OHT a P1.
Escala = 30um. B. Quantificacié de I'amplitud de capil-lars, venes i artéries en retines mutants i control

(Pdgfb-CreER™-mTmG)(um). n = 6. C. Quantificacié del % d’area GFP* respecte a I'area total del vas
analitzat. n = 4.

Imatges a major magnificacié de capil-lars, venes i artéries de retines mutants i control
(Pdgfb-CreER™; mTmG) van permetre determinar amb més objectivitat les diferéncies
en la manifestacié fenotipica de la mutacio activadora de Pik3ca. Mentre 'amplitud dels
conductes arterials roman constant en retines mutants i control, venes i capil-lars
demostren un dramatic augment en el seu diametre (Figura 4.19 A i B). D’acord amb
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I'expressio endotelial de Pdgfb-CreER™, les imatges dels diferents compartiments
vasculars ens mostren la preséncia de cél-lules recombinants (GFP*) a totes les
subpoblacions endotelials (capil-lars, venes i artéries), pel que podriem assumir que
’expressio de la mutacié ocorre estocasticament en qualsevol dels vasos. El que és
interesant perod, és que a partir de la quantificacié de la superficie vascular GFP*, podem
determinar que, en retines mutants, les ceéllules recombinants s’expandeixen
preferentment en venes i zones capil-lars (Figura4.19 Ai C).

D’altra banda, és important destacar que en algunes d’aquestes imatges, podem
observar arees hiperplastiques compostes per cellules GFP- (Figura 4.19 A,
compartiment arterial Pik3ca"'*’F). Aquesta observacié suggereix que el constructe
Pik3ca""**’R recombina, inclis amb major eficacia, que el gen reporter mTmG, i per tant,
és possible trobar arees no reportades per GFP perd0 mutants per Pik3ca (falsos
negatius). Aquestes diferencies en I'eficacia de recombinacio entre el gen Pik3ca i
MmTmG ens condueixen a considerar que la majoria de cél-lules GFP* poden ser
considerades Pik3ca-mutants.
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Figura 4.20. Pik3ca"'*®R indueix I'activacié de PI3K a venes i capil-lars, pero no a artéries. A.
Imatges representatives de retines P6 EC-Pik3ca"'®"*"T-mTmG, injectades amb 0,05 mg/kg de 4-OHT
a P1. Escala = 30um. B. Quantificacio de la intensitat de la senyal de p-S6 en arees GFP* de capil-lars,
venes o artéries. Valors relatius en comparar retines Pik3cal’%47""T j control (Pdgfb-CreER™-mTmG)
(fold change). n 2 5.

En detectar diferencies fenotipiques entre les ECs venoses o capil-lars i les cél-lules
arterials, vam decidir analitzar els nivells d’activacié de la via PI3K en cada una de les
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estructures vasculars esmentades. La tincio de p-S6 (S235/236) en retines Pik3ca"'%"Ri
Pik3ca"’, i la quantificacio de la intensitat de la seva senyal en arees GFP* dels diferents
tipus vasculars, va demostrar com, en concordanga amb el fenotip observat, venes i
capil-lars augmenten significativament I'activitat PIS3K/AKT/mTOR, mentre les artéries no
mostren diferencies en aquest parametre (Figura 4.20 A i B).

En conjunt, aquestes dades ens condueixen a plantejar dues possibles hipotesis. En
primer lloc, és possible que la mutacié activadora H1047R, tot i expressar-se en cél-lules
arterials, sigui contrarestada per mecanismes inherents a aquest tipus cel-lular,
bloguejant aixi els efectors de la via PI3K i les corresponents consequeéencies
patogéniques. En segon lloc, tenint en compte que induim I’expressio de la mutacio en
un estadi inicial del desenvolupament vascular de la retina, també seria possible que
Pik3ca'"%"R estigués impulsant un biaix en el procés natural de la diferenciacié endotelial.
Es a dir, la sobreactivacio de PI3K podria estar afavorint identitats cel-lulars venoses i
capil-lars, evitant aixi I'expansio de cél-lules mutants en posicions arterials. Sota aquest
paradigma, vam enfocar el projecte amb I'objectiu de modelar aquests dos escenaris i
determinar la seva implicacio en el desenvolupament de les malformacions vasculars.

2.2. L’expressio de Pik3ca''%’R a cél-lules arterials diferenciades no és patogenica.

Donada l'abséncia de signes patogénics a les artéries sota I'expressié estocastica de
Pik3ca'"%’R vam voler testar els efectes de la mutacio especificament a les artéries. La
linia Cre induible Bmx-CreER™ té activitat de manera especifica en cél-lules arterials
diferenciades, tant a nivell fetal com en teixits adults. Aixi dons, en el marc d’aquest
projecte vam utilitzar Bmx-CreER™ per caracteritzar I'impacte de la mutacié H1047R
especificament en vasos arterials.

Tant mateix, I'expressié de Bmx a les artéries de la retina postnatal no ha estat testada
en I'etapa inicial del desenvolupament (P1-P14), pel que en primer lloc va ser necessari
dur a terme la caracteritzacié de la linia. Mitjancant el creuament de Bmx-CreER™ amb
I'al-lel reporter mTmG (model AEC-mTmG) (Figura 4.21), vam poder determinar el
temps i lloc d’expressié de Bmx durant I'inici del desenvolupament vascular a la retina.

CreER™? —
S'{DP S'.':OF’

- R26  -p- mlomato - mGFP —

Figura 4.21. Model EC-mTmG. A. A partir de I'administracié de 4-OHT, la recombinasa CreER™ es
translocara al nucli per recombinar la seqiiéncia mTomato, I'excisié de la qual donara lloc a I'expressio
de mGFP. La modificacidé genetica tindra lloc especificament a ECs arterials (AECs) donat el control de
Cre per el promotor de Bmx.
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Per fer-ho, vam testar tres intervals de temps diferents a partir de 'administracio de 4-
OHT a P1, P3i P14, iI'aillament de les retines a P6, P8 o P16, respectivament. En aquest
cas, i donada a baixa de proporcié de cél-lules arterials en relacio al total de I'endoteli,
vem fer Us de dosis relativament altes de 4-OHT (10 mg/kg) amb 'objectiu d’assegurar
el maxim nombre de cél-lules recombinants. La tincio de les retines resultants va mostrar
com Bmx no indueix la recombinacio de I'al-lel mTmG fins el dia P3 (les retines injectades
a P1 no mostren cél-lules GFP*). Cal dir perd que la induccio de l'activitat Cre a P3 tan
sols mostra la recombinaciéo de mTmG en un petit fragment inicial de I'artéria. En canvi,
en testar I'activitat de Bmx en estadis més tardans (P14), podem trobar cél-lules GFP* al
llarg de tota I'artéria i en algunes arterioles circumdants (Figura 4.22).

AEC-mTmG
vV V vV V WV 10 mg/kg 4-OHT
P3 — P8 P14 —P16 V aillament de la retina

Figura 4.22. Caracteritzacié de I'expressi6 de la linia Bmx-CreER™ durant el desenvolupament
postnatal de la retina. Imatges representatives de retines AEC-mTmG P6, P8 i P16, a partir de
I’'administracié de 10 mg/kg de 4-OHT a P1, P3 i P14, respectivament. Escala = 150um.

D’acord amb I'activitat reportada per Bmx-CreER™, vam utilitzar el model Bmx-CreER™-
Pik3ca""**"""T.mTmG (també anomenat AEC-Pik3ca""*"""7-mTmG) (Figura 4.23) per
avaluar els efectes de la mutacio activadora de Pik3ca en dos moments diferents del
desenvolupament postnatal de la retina.

LN

- - CreER™ —
STIOP H1047R STOP
- Pik3ca - Pik3ca (e1-19) ¥~ (e20)

STOP ST.OP

- R26 —p- mTomato - mMGFP —

Figura 4.23. Model AEC-Pik3ca""%’""T-mTmG. A partir de I'administracié de 4-OHT, la recombinasa
CreER™ es translocara al nucli per recombinar dos al-lels dependents de Cre: I'exd 20 del gen Pik3ca,
donant lloc a I'expressio de I'exd 20 portador de la mutacié H1047R, i la seqliéncia mTomato, I'excisio
de la qual donara lloc a I'expressié de mGFP. La modificacié genética tindra lloc a les ECs arterials
(AECs) donat el control de Cre per el promotor de Bmx.
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En primer lloc, vam administrar 10 mg/kg de 4-OHT a ratolins postnatals P3, els quals
van ser analitzats a P8. Les artéries observades en aquestes retines no van presentar
cap anormalitat aparent (Figura 4.24 A), i la quantificacié del diametre o amplitud del
vas va corroborar I'abséncia de fenotip en comparacié amb els controls (Bmx-CreER™-
-mTmG) (Figura 4.25 A i B). Tot i aixi és cert que la quantitat de cél-lules recombinants
mitjancant el tractament a P3 tan sols indueix la recombinacio a un petit nombre de
AECs. Per aquest motiu, per tal d’assegurar-nos que la quantitat de cél-lules
recombinants fos suficient per induir un possible fenotip, vam analitzar un segon interval
de temps. En aquest cas, a partir de I'administracié de la mateixa dosi de 4-OHT a P7 i
'analisi dels vasos a P12. Tot i aconseguir la recombinacié en un major nombre de
cél-lules arterials, el vasos mutants no van mostrar cap diferéncia respecte als vasos de
les retines control (Figura 4.24 B). De la mateixa manera, I'analisi de 'amplitud del vas,
de nou, va corroborar I'abséncia de fenotip a les artéries (Figura 4.25 D i E). A partir
d’aquests resultats, podem afirmar que, inclius sota un context on I'expressié de
Pik3ca'"%’R succeeix especificament a les ECs arterials, aquestes no mostren cap
defecte en la seva vascular.

A vV Vv B v VvV
P3— P8 P7—P12
mTmG mTmG
control Pik3ca"104TRwT control Pik3catosrRwT

Figura 4.24. L’expressi6 de Pik3ca"'%’R especificament al compartiment arterial no causa
anomalies vasculars. A. Imatges representatives de retines AEC-Pik3ca’™""T-mTmG P8, induides
amb 10 mg/kg de 4-OHT a P3. Escala = 150um. Els controls equivales a retines AEC-mTmG. B. Imatges
representatives de retines AEC-Pik3ca'™""T-mTmG P12, induides amb 10 mg/kg de 4-OHT a P7.
Escala = 150um. El triangle negre representa el moment de I'administracio de 4-OHT, i el triangle blanc,
el moment de l'aillament i analisi de la retina.

En aquest mateix model, també vam poder determinar els nivells d’activacié de la via
PI3K a les arees reportades de les artéries mutants versus controls. La intensitat de la
senyal de p-S6 va resultar comparable entre artéries de retines P8 mutants i control
(Figura 4.25 A i C). Pel contrari, la mateixa quantificacié en retines P12, on hi ha un
major nombre de cél-lules GFP*, va revelar una notable disminucié de la fosforilacio de
S6 a les arteries mutants (Figura 4.25 D i F). Aquest canvi, oposat a I'observat en venes
i capil-lars, podria indicar un mecanisme especific de la cél-lula arterial en vers a la
senyalitzacio de PI3K, el qual seria capag de refractar la sobreactivacio de la via.

Tot i la clara impassibilitat de les artéries a I'expressié de Pik3ca"'*’R, vam tenir la
oportunitat de confirmar el fenotip observat amb una darrera estratégia genética; iSuRe-
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Cre. En resposta a I'administracié de 4-OHT, la linia iSuRe-Cre és capac d’expressar
mTomato seguit de I'expressio addicional de Cre, garantint aixi la recombinacié d’un
segon al-lel dependent de Cre a la mateixa cél-lula. Aixi doncs, I'is de Bmx-CreER™,
juntament amb la linia iISuRe-Cre i I'al-lel Pik3ca"**’* (model AEC-Pik3ca"'*"""T-iSuRe-
Cre) (Figura 4.26) va fer possible descartar deficiéncies durant la recombinacio de la
mutacio a les ECs arterials reportades (mTomato®).
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Figura 4.25. La mutacié activadora Pik3ca"’%4’R en cél-lules arterials desencadena un mecanisme
refractari de la via PI3K. A. Imatges representatives de retines AEC-Pik3ca""4"""T-mTmG P8, induides
amb 10 mg/kg de 4-OHT a P3. Escala = 30um. B. Quantificacié de I'amplitud de 'artéria de retines AEC-
Pik3ca"%"RWT-mTmG P8 i els respectius controls. n 2 4. C. Quantificacio de la intensitat de la tincié p-
S6 en arees GFP* de retines AEC-Pik3ca""*"*"T-mTmG P8 i els seu respectius controls. n = 6. D. Imatges
representatives de retines AEC-Pik3ca"'™""T-mTmG P12, induides amb 10 mg/kg de 4-OHT a P7.
Escala = 30um. E. Quantificacio de I'amplitud de I'artéria de retines AEC-Pik3ca""™""T-mTmG P12 i els
respectius controls. n = 4. F. Quantificacio de la intensitat de la tincié p-S6 en arees GFP* de retines
AEC-Pik3ca"™"WT.mTmG P12 i els seu respectius controls. n = 8.

SI:OF' H104TR STOP
— Pik3ca - Pik3ca (e1-19) ¥~ (e20)
STOP
- R?6 - stop - mTomato | CRE —

Figura 4.26. Model AEC-Pik3ca"'*4’RWT.jSuRe-Cre. A partir de I'administraci6 de 4-OHT, la
recombinasa CreER™ es translocara al nucli per recombinar els al-lels dependents de Cre. A la vegada,
les cel-lules recombinants per I’al-lel iSuRe-Cre donaran lloc a I'expressiéo de mTomato i Cre, garantint
aixi la recombinacio de I'al'lel Pik3cat’%’""T en totes aquelles cél-lules reportades. La modificacié
genetica tindra lloc especificament a les AECs donat el control de Cre per el promotor de Bmx.
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Confirmant els nostres resultats anteriors, les retines AEC-Pik3ca"’*"*"T_iSuRe-Cre P12
(induides amb 10 mg/kg de 4-OHT a P7) van mostrar com, tot i presentar cél-lules
mTomato* al llarg de les artéries, aquestes es mantenen fenotipicament indiferents
(Figura 4.27).

L’abséncia d’una resposta de les cél-lules arterials en vers a I'expressié de la mutacié
H1047R resulta especialment interesant i ens planteja questions en quant als principis
que regeixen la biologia de la EC. Aquests resultats suggereixen que, durant la seva
especialitzacié, la EC adquireix diferents caracteristiques que determinen la seva
sensibilitat a certes fluctuacions moleculars, com és el cas de la senyalitzacié de PI3K.
Els mecanismes que regulen aquestes diferéncies encara sén desconeguts, pel que el
model descrit en aquesta tesi pot servir com a punt de partida per a la investigacio dels
trets moleculars responsables d’aquest fenomen.

AEC-Pik3cat104RWT .iSuRe-Cre

Figura 4.27. El model AEC-Pik3ca"'%4’RWT.jSuRe-Cre garanteix la recombinacié de la mutacié a
AECs i confirma I'abséncia de patogenicitat a les artéries. Imatge representativa de retines AEC-
Pik3ca'1%47RWT_iSuRe-Cre P12, tractades amb 10 mg/kg de 4-OHT a P7. Escala = 150um. Les fletxes
indiquen cél-lules mTomato®, situades al llarg de les artéries.

D’altra banda, I'abséncia de patogenicitat a les artéries Pik3ca"'*’f també podria explicar
la rad per la qual no han estat diagnosticades malformacions arteriovenoses amb errors
en aquest gen. La insensibilitat de la cél-lula arterial a la sobreactivacié de Pik3ca indica
que aquest tipus cel-lular podria ser portador de la mutacid sense mostrar cap
manifestacio clinica.

2.3. La sobreactivacio de PI3K determina la identitat de la EC, afavorint la

diferenciacio venosa i capil-lar i evitant I'especificacio arterial.

Certament, la EC mutant podria arribar a les artéeries sense desenvolupar cap fenotip
evident. Tot i aixi, i fent referéncia als resultats presentats a la seccio 2.1, hem observat
com la EC-Pik3ca"'**’Rtendeix a expandir-se preferentment en venes i capil-lars (Figura
4.19 C). En considerar aquest escenari en un proceés de desenvolupament i diferenciacio
endotelial, vam plantejar la possibilitat de que I'avantatge proliferativa en poblacions
endotelials especifiques podria repercutir sobre el procés de diferenciacié. Es a dir, si
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les cél-lules mutants s’expandeixen i es diferencien majoritariament en venes i capil-lars,
és possible que no arribin a adquirir identitats arterials. Es per aquest motiu que vam
incloure I'Gs d’'una nova linia Cre a les nostres investigacions; Esm7-CreER™.

L’expressio especifica d’Esm1 a les cel-lules tip del front angiogénic de la retina ha fet
d’aquesta linia una opcié molt recurrent per a I'estudi dels processos d’angiogenesi i
migracié endotelial. Tanmateix, les cél-lules tip també han estat descrites com ECs
compromeses a diferenciar-se en cél-lules arterials. Estudis recents han demostrat com,
després de competir al front angiogenic pel lideratge de la formacié dels vasos, les
cél-lules Esm1* adquireixen caracteristiques arterials i migren en contra del flux sanguini
per acabar formant part de I'artéria (72,73). Aquest estat de transicio entre una identitat
tip (pre-arterial) i una identitat plenament arterial, ha estat posada a prova en els
seglients experiments. Hem utilitzat la linia Esm7-CreER™ amb I'objectiu d’expressar
Pik3ca"'**’R a una poblacié endotelial en transicio a I'artéria, juntament amb I'al-lel
reporter mTmG, per tal de visualitzar aquelles cél-lules mutants (Pik3ca’%7f*"T, GFP*).
Aquest model és I'anomenat Tip EC- Pik3ca"*’""T-mTmG (Figura 4.28).

LN

. ~ CreER™ —
- Pik3ca ~ Pik3ca (e1-19) 9~ (e20)

STI'DF‘ STIOF'

- R26 - mTomato - mGFP —

Figura 4.28. Model Tip EC-Pik3ca"'%"""T.mTmG. A partir de I'administracié de 4-OHT, la recombinasa
CreER™ es translocara al nucli per recombinar els al-lels dependents de Cre: I'ex6 20 del gen Pik3ca,
donant lloc a I'expressio de I'exd 20 portador de la mutacié H1047R, i la seqiiéncia mTomato, I'excisio
de la qual donara lloc a I'expressiéo de mGFP. La modificacioé genetica tindra lloc a les ECs tip donat el
control de Cre per el promotor d’Esm1.

vV vV V
C T T T T 4"
PO P1 P2 P6 P8

WV 10 mg/kg 4-OHT
V aillament de la retina

Figura 4.29. Esquema del procediment experimental per a I’estudi de la dinamica de les ECs tip
Pik3ca'1%’R, Induccio de la recombinacié mitjangant I'administracié de 10 mg/kg de 4-OHT a P1, i
aillament de la retina a P2, P6 i P8.

A fi de de tracar i analitzar el comportament de la EC tip al llarg de la seva transicio a
I'artéria, vam tractar ratolins postnatals Tip EC-Pik3ca""*""T-mTmG a P1 amb 10 mg/kg
de 4-OHT. A partir d’aqui, vam dur a terme aillaments de la retina a P2, P6 i P8,
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determinant I’evolucié de la localitzacié i expansio de les poblacions tip recombinades a
P1 (Figura 4.29).

Les mostres analitzades a P2 mostren el punt de partida de les cél-lules tip GFP*. La
majoria de ceél-lules detectades 24 h després del tractament amb 4-OHT és mostren
distribuides a prop del front angiogénic, en una proporcio similar en el genotip mutant i
el control (Tip EC-mTmG) (Figura 4.30 A i B. Figura 4.31 A). Aquestes observacions
ens serveix com a referéncia i validen I'expressié de la mutacio especificament a ECs
tip. D’altra banda, I'analisi de les retines P6 i P8 va revelar un fenotip vascular clarament
aberrant, mostrant grans hiperplasies al front angiogénic (Figura 4.30 A i B), pero també
als llits capil-lars en remodelacio i en la gran majoria de venes. Tot i la implicacio de la
cél-lula tip en la diferenciacio arterial, i d’acord amb els resultats dels models anteriors,
les retines mutants en aquest cas tampoc mostren trets patologics a les artéries (Figura
4.30 AiB).
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Figura 4.30. El seguiment de les cél-lules tip EC-Pik3ca"'*’""T-mTmG revela la disrupcié del
procés d’especificacio arterial. A. Imatges representatives de retines Tip EC-Pik3ca"'™f"T-mTmG
P2, P6 i P8, tractades amb 10 mg/kg de 4-OHT a P1. Escala = 150pm. Utilitzades com a control retines
Tip EC-mTmG. B. Quantificacié de la incidéncia (%) de les lesions detectades en cada una de les zones
vasculars analitzades (front angiogenic, llits capil-lars, venes i artéeries).
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Gracies a la visualitzacio de les cél-lules GFP*, podem determinar que les cél-lules
mutants mostren una clara alteracié en la seva distribucio. En primer lloc, I'analisi del
front angiogenic de retines P6 posa en evidéncia la disminucié de cél-lules GFP* a les
retines control (fruit de la seva migracio als capil-lars periarterials i a I'artéria). Aquest fet
s’oposa al comportament de les ECs mutants, les quals s’expandeix patoldogicament al
front angiogeénic desenvolupant grans lesions en aquesta localitzacioé (Figura4.31 Ai B).
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Figura 4.31. El model Tip EC-Pik3ca""%*"T.mTmG s’expressa en ECs tip al front angiogénic i dona
lloc a I’expansi6 clonal de les cél-lules mutants. A. Imatges representatives de retines Tip EC-
Pik3ca"%*"RWT-mTmG P2 i P6, tractades amb 10 mg/kg de 4-OHT a P1. Escala = 30um. B. Quantificacio
de 'expansio de les céllules GFP*-Pik3cat'%4’R o GFP*-wt al front angiogénic en retines P2 i P6 (% area
GFP*/IB4*). n =2 5.

En segon lloc, en comparar la dinamica de les cél-lules GFP* en els diferents
compartiments vasculars (capil-lars, venes o artéries) podem observar un clar contrast
en els patrons de ECs tip Pik3ca"’*’® o control. Tal i com s’ha descrit al llarg de la
literatura, a les retines P6 o P8 (tractades amb 4-OHT a P1) les cél-lules GFP* Pik3ca"'"
es diferencien i ocupen artéries o capil-lars proxims a les artéries i rarament les trobem
localitzades a les venes. Pel contrari, en el cas de les cél-lules GFP* Pik3ca''%"R,
observem com aquestes canvien el seu desti endotelial i s’expandeixen patologicament
a venes i capillars, evitant aixi arribar a les artéries (Figura 4.30 A i Figura 32 A). La
quantificacio de I'extensid de les céllules GFP* a capil-lars, venes o artéries posa en
evidéncia la clara desregulacié del procés de diferenciacio. Tant a retines P6 com P8,
les cél-lules tip canvien per complet el seu comportament en funcié de I'expressio de la
mutacio a Pik3ca, mostrant grans clons a venes i capillars i una significativa disminucié
de la seva preséncia en artéries (Figura 4.32 B).

D’altra banda, I'avaluacio dels nivells de p-S6 en aquestes retines revela un augment
significatiu de I'activacioé de PIBK/AKT/mTOR als capil-lars Pik3ca"'%*’R, tant a P6 com a
P8 (Figura 4.33 A-C). En definitiva, la sobreactivacio de PI3K a les cél-lules pre-arterials
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canvia per complet el seu programa d’especificacié endotelial i indueix I’expansio de les
cél-lules mutants exclusivament a venes i capil-lars.
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Figura 4.32. Les ECs tip Pik3ca"'*’R s’expandeixen patologicament a venes i capil-lars, pero eviten
la diferenciacio a artéries. A. Imatges representatives de retines Tip EC-Pik3ca’™""T-mTmG P6
(panell esquerre) i P8 (panell dret), tractades amb 10 mg/kg de 4-OHT a P1. A cada un dels panells
podem veure I'extensio de les cél-lules GFP* a cada una de les zones analitzades (capil‘lars, vena o
arteria). Escala = 30um. B. Quantificacio del % d’area GFP* respecte al total de I'area IB4* del vas
analitzat (prenent zones capillars, venes o artéries concretes) en retines P6. n = 11. C. Quantificacio del

% d’area GFP* respecte al total de I'area IB4* del vas analitzat (prenent zones capil-lars, venes o artéries
concretes) en retines P8. n = 8.

D’acord amb el fenotip descrit assumim que, en retines Pik3ca"’%’R hi haura una
disminucié considerable en el nombre de cél-lules tip capaces de contribuir a la formacié
arterial. Per aquest motiu, vam voler determinar els efectes de I'expressié de Pik3ca''*4’R
a llarg termini, i especialment, les conseqliéncies per a la correcta formacio de I'artéria.
L’estudi de retines P21, tractades amb 4-OHT (10 mg/kg) a P1, va confirmar el canvi en
el desti de la cel-lula tip, mostrant, inclus en major proporcié, I'antagonisme en la
distribucio de cél-lules Pik3ca"’*’® i Pik3ca"" (Figura 34 A i C). Tot i aixi, a P21, les
artéries de les retines mutants presenten diametres comparables als dels controls i no
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mostren evidéncies d’anormalitat estructural (Figura 4.33 B). Aquest fet ens indica per
tant que, malgrat la modificacio del desti de les ECs tip, les artéries son formades amb
normalitat, probablement gracies a la correcta diferenciacio de les cél-lules tip wt
presents a la mateixa retina (no recombinants per Pik3ca"'%’F), i/o a altes subpoblacions
capaces de contribuir a la formacié de I'artéria.

A P6 P8

capil-lars capil-lars
GFP:p-S6

. oF

control

2
=
€
: g
3
£ )
T
0 ,
2
Q.
B P6 C P8
60+  p=0,004 87 - 0.009 O control

@ Tip EC-Pik3ca104rRwWT

B
o
L

intensitat p-S6
(fold change)
b=

intensitat p-S6
(fold change)

capil-lars capil-lars

Figura 4.33. Les retines Tip EC-Pik3ca"’*’""T-.mTmG mostren un augment en I’activacié de PI3K
als capil-lars. A. Imatges representatives dels capil-lars de retines Tip EC-Pik3ca"'"*"*"T-mTmG P6
(panell esquerre) i P8 (panell dret), tractades amb 10 mg/kg de 4-OHT a P1. A cada un dels panells
podem veure la intensitat de la fosforilacié de S6 especificament a les arees GFP*. Escala = 30um. B.
Quantificacio de la intensitat de p-S6 (S235/236) a I'area GFP* de capillars de retines P6 Pik3ca''%47~RWT
respecte als corresponents controls (Tip EC-mTmG) (fold change). n = 5. C. Quantificacio de la intensitat
de p-S6 (S235/236) a I'area GFP* de capillars de retines P8 Pik3ca'’**"*"T respecte als corresponents
controls (Tip EC-mTmG) (fold change). n = 7.

Finalment, per tal de corroborar que aquest fenotip és causat per 'augment de la
proliferacio endotelial, vam tenyir retines P4 (induides a P1 amb 4-OHT 10 mg/kg) amb
Ki67, un marcador de I'activitat del cicle cel-lular. L’aillament de les mostres durant
I’estadi inicial de la formacio de les grans lesions observades a P6 o P8 ens va permetre
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identificar un fenotip molt incipient, on la hiperplasia endotelial no és tant prominent, pero
ja es detecta un augment significatiu de la proliferacié de les cél-lules GFP* Pik3ca"'4’F
(% d’ECs Ki67* ERG*) (Figura 35 A i B).
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Figura 4.34. La formacio de les artéries no es veu afectada per els canvis en el desti cel-lular de
les ECs tip Pik3ca"%4’R, A. Imatges representatives de retines Tip EC-Pik3ca""™"”""T-mTmG P21,
tractades amb 10 mg/kg de 4-OHT a P1. Escala = 150um (panell esquerre), escala = 30um (panell dret)
B. Quantificacié de I'amplitud de dels vasos (um) en comparar retines Pik3ca"'%’R i control (Tip EC-
mTmG). n 24. C. Quantificacié del % d’area GFP* respecte al total de I'area IB4* del vas analitzat (prenent
zones capil-lars, venes o artéries concretes) en retines P21. n = 4.
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Figura 4.35. La sobreactivaciéo de PI3K a ECs tip dona lloc a un augment de la proliferacio,
responsable de I’aparicié de les posteriors malformacions vasculars. A. Imatges representatives de
retines Tip EC-Pik3ca"*""T.mTmG P4, tractades amb 10 mg/kg de 4-OHT a P1. Escala = 150um
(panell esquerre), escala = 30um (panell dret). B. Quantificacio del percentatge de cél-lules Ki67* ERG*
respecte al total d’ECs compreses en arees GFP*. n = 5.
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En resum, la sobreactivacio de Pik3ca a la cél-lula tip, una EC pre-arterial compromesa
a migrar i diferenciar-se per contribuir a la formacié de I'artéria, provoca un augment de
la capacitat proliferativa que, a la vegada, condiciona el seu desti endotelial. Juntament
amb l'augment de la proliferacio, la célllula mutant probablement pateix una
reprogramacio molecular que indueix la diferenciacio a identitats venoses o capil-lars,
mentre evita el seu desti endotelial predeterminat, la artéria.

24.Un nou i precis model per al tragcat de ECs Pik3ca"’*® corrobora la

incompatibilitat de la mutacié amb el procés de diferenciacié arterial.

Fins al moment, hem utilitzat el gen reporter mTmG per visualitzar i tragar les cél-lules
mutants en els nostres estudis in vivo. Tant mateix, som conscients que aquesta
aproximacié experimental pot comportar algunes incongruéncies. La falta de correlacio
genética entre la recombinacié del nostre gen Pik3ca"'*’R, i la proteina fluorescent de
I'al-lel mMTmG, fa que el model reporti cél-lules on no ocorren ambdues recombinacions
a la vegada. Tot i aix0, la gran eficiéncia de recombinacié de I'al-lel Pik3ca"'%’’ ens han
permés assumir cert percentatge d’error en el nostre analisi (falsos positius i falsos
negatius) mostrant diferéncies prou robustes en comparar genotips mutants i control.

A fi de validar els resultats anteriors i poder estudiar la dinamica de les cél-lules tip
Pik3ca""*’R amb major resoluci6 i fidelitat, el nostre laboratori, en col-laboracié amb el
grup del doctor Rui Benedito, va desenvolupar un nou model muri: iFlu-Mosaic-
Pik3ca"*’R (Figura 4.36 A). A diferéncia del gen reporter anterior (mTmG), aquest nou
model inclou I'expressié de la forma mutada de Pik3ca associada a I'expressié de la
proteina reportera. Per al seu disseny, es va introduir la sequiéncia genética codificant
per la sequiéncia del gen modificada (H1047R) al locus de Rosa26 (R26), sota el promotor
CAG. La preséncia de dos parells de seqtiencies loxP, permet la recombinacié aleatoria
del primer parell (representat en vermell), el qual dona lloc a I'expressio de nCherry
(indicant aixi I'abséncia d’expressié de Pik3ca™%®) (60%), o bé, a I'expressid de
Pik3ca"1%'? seguida de I'expressio de nGFP (40%) (Figura 36 A). Aquesta estratégia
permet el tragat de cél-lules Pik3ca mutants (nGFP) i cél-lules wt (nCherry) en un mateix
teixit.

Cal esmentar que, en iniciar la caracteritzacié d’aquest model, es van testar dosis de 4-
OHT equiparables a les administrades en els models exposats anteriorment.
Malauradament, I'eficiéncia de recombinacié del constructe iFlu-Mosaic-Pik3ca''%4’R
sembla ser més limitada, pel que vam haver d’augmentar la dosi de 4-OHT per induir la
recombinacié d’'un numero rellevant de ECs. Amb I'objectiu d’estudiar el comportament
de les cél‘lules tip en preséncia o abséncia de la mutacié activadora de Pik3ca, vam
creuar el model iFlu-Mosaic-Pik3ca"'%® amb la linia Esm1-CreER™ (model Tip EC-iFlu-
Mosaic-Pik3ca"'**’F) (Figura 4.36 A) i vam analitzar les retines P8 resultants del
tractament amb 50 mg/kg de 4-OHT a P1i P2 (Figura 4.36 B).
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Figura 4.36. Model Tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca"'%47"WT_A_ A partir de I'administracié de 4-OHT, la
recombinasa CreER™ es translocara al nucli per recombinar estocasticament un dels dos parells de
seqliéncies loxP indicades en verd o vermell. En un 60% dels casos, la recombinacié donara lloc a
expressid de Pik3ca’" i la proteina reportera nuclear Cherry (nCherry). En el 40% restant, la
recombinacié resultara en I'expressié de Pik3ca"'%"? i GFP nuclear (nGFP). En tot cas, la modificacid
genetica tindra lloc a les ECs tip donat el control de Cre per el promotor d’Esm7. B. Esquema del
procediment experimental per a I'estudi de la dinamica de les ECs tip en el model iFlu-Mosaic-
Pik3ca'1%47RWT Induccid de la recombinacié mitjangant 'administracié de 50 mg/kg de 4-OHT a P1i P2,
i aillament de la retina a P8.

Les ECs de la retina postnatal Tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca"'**’R formen nombroses
malformacions vasculars al llarg del pétal (Figura 4.37), les quals van ser classificades
com a grans o petites lesions (Figura 4.38 A). A diferéncia del model anterior (Tip EC-
Pik3ca1%47”RWT) "el fenotip observat en aquest nou model és notablement menys agressiu,
mostrant un gran nombre de lesions de menor abast, amb una morfologia més
arrodonida (Figura 4.37 i Figura 4.38 A). Les diferencies en la forma i la magnitud del
fenotip observat en aquest model podrien estar associades a la disminucio en el nombre
de ceéllules mutants (major mosaicisme), aixi com a diferéncies en la regulacié de
I'expressio de Pik3ca. Respecte aquest ultim punt, és important recordar que en el model
iFlu-Mosaic-Pik3ca"'%'R I'expressio de p110a no és troba controlada pel seu promotor
endogen, sind per CAG, un promotor sintétic. D’altra banda, la introduccio del constructe
en un locus diferent comporta que, a més a més de I'expressio de Pik3ca a R26, la
mateixa cél-lula mantingui també I’expressio de la proteina enddgena, un fet que podria
provocar fluctuacions en els nivells de p110a determinants per al comportament
endotelial.
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Figura 4.37. El model Tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca"'*4’*"T desenvolupa nombroses malformacions
al llarg del plexe vascular. Imatges representatives de retines Tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca'''%47”RV pg,
injectades amb 50mg/kg de 4-OHT a P1i P2.

La classificacio de les malformacions d’acord amb la seva localitzacio va revelar certa
tendéncia a formar-se al front angiogénic, capil-lars, venes o al voltant de les artéries. Pel
contrari, la preséncia de lesions al voltant de venes o a les mateixes artéries resulta
anecdotica (Figura 4.38 B).

O capil-lars

[ front angiogénic
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72%

Figura 4.38. Les lesions vasculars de les retines tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca"%7""T g6n més petites
i contingudes i es localitzen majoritariament a capil-lars i al voltant de les artéries. (esquerre)
Classificacio de les lesions observades a les retines Tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca'%47RV P8, injectades amb
50mg/kg de 4-OHT a P1 i P2 en relaci6 a la seva mida. (dreta) Classificacio de les lesions d’acord amb
la seva localitzacio.

En quant a la dinamica de les ECs, la gran resolucié del model proposat en aquesta
seccid, va permetre identificar els nuclis de cél-lules Pik3ca"" (en vermell, nCherry) o
Pik3ca""%’R (en verd, nGFP). Tan sols les cél-lules wt sén capaces d’adquirir posicions
arterials i, inclus expandir-se a les artéries. Pel contrari, les cél-lules mutants soén,
majoritariament, localitzades al fron angiogénic i a capil-lars propers a venes i artéries,
formant part d’hiperplasies clonals (Figura 4.39). Es interesant com, tot i aconseguir
apropar-se molt a les artéries, les cél-lules Pik3ca"’%’® no sén capaces d’entrar-hi i
queden excloses d’aquests vasos.
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Tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca""047~RWT

front angiogénic vena i capil-lars artéria i capil-lars artéria

Figura 4.39. Només les EC tip Pik3ca"™ sén capaces d’adquirir identitats arterials i contribuir a la
formacié de les artéries. A. Imatges representatives de retines Tip EC-iFlu-Mosaic-Pik3ca'’%47’W Pg,
injectades amb 50mg/kg de 4-OHT a P1 i P2. De dreta a esquerra, imatges del front angiogénic, vena i
capillars circumdants, arteria i capil-lars circumdants, i artéria. Els requadres indiquen les zones amb
preséncia de cél-lules recombinants, on C indica capil-lars, A, artéria i V, vena. Escala = 30um.

En linia amb el fenotip observat, la quantificacio de la posicié de cada una de les cél-lules
reportades en aquestes retines determina una clara segregacio en funcio del genotip de
Pik3ca. Les ceél-lules Pik3ca""arriben a ocupar posicions arterials en gairebé el 40% dels
casos. Pel contrari, les ECs reportades com a Pik3ca"'%’® no sén capaces d’adquirir
identitats arterials, i tan sols un 1,5% han estat localitzades a les artéries (Figura 4.40).
Aquestes dades confirmen la hipotesis plantejada, la qual proposa que la sobreactivacio
de PI3K és determinant per a la decisié del desti endotelial, afavorint identitats venoses
o capil-lars, pero repel-lint I'especificacio arterial predeterminada a les ECs tip.

Pik3ca""ECs 437
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Pik3ca""*"RECs |
(nGFP*) 16 1042
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Figura 4.40. Les ECs portadores de la mutacié Pik3ca"'"’R queden excloses de I'artéria i
s’expandeixen patologicament en venes i capil-lars. Quantificacié del percentatge de nuclis Pik3ca’™
(nCherry*) i Pik3cal’™® (nGFP*) en posicions arterial vs no arterials en retines Tip EC-iFlu-Mosaic-
Pik3cat1%47’RW P8, induides amb 50mg/kg de 4-OHT a P1i P2. n = 10 (incloent la quantificacié d’un total
de 576 ECs Pik3ca""i 1058 ECs Pik3cal’%4’R),
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3. Objectiu 3: Desxifrar els mecanismes moleculars implicats en les
diferencies fenotipiques durant I'origen i especificaci6 molecular dels

mutants Pik3ca"%4’R,
3.1. L’expressio de COUP-TFII és regulada per I'activitat de PI3Ka

D’acord amb les nostres dades, I'expressio de la mutacio Pik3ca"’*’® provoca una
sobreactivacio de la via PI3K especificament a venes i capil-lars. Aquesta repercuteix
directament en la proliferacié endotelial i condiciona la diferenciacio cel-lular, afavorint
identitats venoses o capil-lars, i evitant I'especificacié arterial. Estudis anteriors,
suggereixen que COUP-TFIlI (codificat pel gen NR2F2) controla la diferenciacio
arteriovenosa, reprimint directament I'expressié géenica de l'artéria, activant un programa
genetic vends i regulant directament la progressié del cicle cel-lular. Sota aquesta
premissa, proposem COUP-TFIl com un possible efector del desencadenament del
fenotip induit per I'expressid de Pik3ca"'*’F a les célllules endotelials. Donada la
implicacié d’aquest factor de transcripcid en el control dels processos biologics
identificats durant I'origen de les malformacions vasculars Pik3ca"'*"® (especificacio
arteriovenosa i proliferacio), vam voler determinar els seus nivells d’expressio i traduccio
en cél-lules mLEC Pik3cal'047~WT,
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Figura 4.41. Pik3ca""4’R indueix I'increment de COUP-TFII. A. PCR quantitativa per a I'analisi dels
nivells de mARN de Nr2f2 (COUP-TFIl) a mLECs EC-Pik3cal’%4RWT 24 o 72 h després del tractament
amb 4-OHT 2mM o etanol (control). B i C. Immunodeteccié dels nivells d’activacié de PI3K (p-AKT S473)
i els nivells de COUP-TFII en lisats de mLECs EC-Pik3ca'"%’*"T induides durant 6 h amb 4-OHT 2mM o
etanol (control) i analitzades 24 o 72 h després. n = 4. D. Quantificacid dels nivells relatius de proteina
72 h després de la induccié amb 4-OHT o etanol. Els nivells de p-AKT (S473) i COUP-TFII han estat
normalitzats per la senyal d’AKT total i VE-Cadherin, respectivament. n = 4.
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L’expressié de Pik3ca"'%R in vitro indueix un significatiu augment de I'expressio (MARN)
de Nr2f2, tan sols 24 hores després del la inducciéo amb 4-OHT, i sostinguda almenys
durant 72 hores (Figura 4.41 A). D’altra banda, tot i que els nivells proteics de COUP-
TFIl ja mostren un lleuger augment 24 hores després de I'expressio de Pik3ca"'%’R
(Figura 4.41 B), és a les 72 hores quan detectem un augment significatiu d’aquest factor
de transcripcio (Figura 4.41 C i D). En base a aquests resultats podriem deduir que la
sobreactivacio de p110a desencadena un mecanisme molecular que indueix una major
transcripcié de Nr2f2, repercutint directament en els nivells de traduccio i sintesi de
COUP-TFII a la cél-lula mutant.

Per tal de validar la relacié entre la sobreactivacié de PI3K i 'augment de COUP-TFII,
vam tractar les ECs Pik3ca"'**’® amb Alpelisib (BYL719), un potent i especific inhibidor
de p110a. Les mLECs EC-Pik3ca"’**’R (induides amb 4-OHT 2mM o etanol durant 6
hores) van ser tractades amb diferents dosis de BYL719 (0, 0,2, 1 i 5 yM) durant 66 h.
La inhibicioé de p110a va provocar la disminucié de la fosforilacié dels efectors de la via,
AKT i S6 en proporcio a la dosis aplicada. Amb un patré similar, la preséncia de COUP-
TFIl augmenta en comparar cél-lules control (etanol) i mutants (4-OHT) tractades amb
vehicle. Tanmateix, les dosis més altes d’Alpelisib (1-5 uM) aconsegueixen revertir el
fenotip i restablir els nivells de COUP-TFII als observats en cél-lules Pik3ca" (control)
(Figura 4.42 A). En analitzar I'expressio de Nr2f2 sota aquestes mateixes condicions, el
tractament amb BYL719 5 yM va induir el rescat dels seus nivells basals, tant 24 com 72
h després de la induccid de la mutaciod (Figura 4.42 B). En conjunt, aquestes dades
apunten a COUP-TFIl com un possible efector de la via PI3K, ja que tant 'expressié com
la traduccio proteica d’aquest factor de transcripcié sembla ser regulada d’acord amb
les fluctuacions de I'activitat de p110a.
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Figura 4.42. La inhibicié6 de PI3Ka reverteix la sobreexpressié6 de COUP-TFIl a les cél-lules
Pik3ca'%47R, A. Immunodeteccié dels nivells d’activacio de PI3K (p-AKT S473 i pS6 S235/236) i els
nivells de COUP-TFII en lisats de mLECs EC-Pik3ca"’%*’”’VT induides durant 6 h amb 4-OHT 2mM o
etanol (control) i tractades amb BYL719 0 (vehicle), 0,2, 1 0 5 yM durant 66 h. B. PCR quantitativa per a
I’analisi dels nivells de mARN de Nr2f2 en mLECs EC-Pik3cal’**”RVT induides amb 4-OHT o etanol
(control) i tractades amb BYL719 5 uM o vehicle fins a les 24 o les 72 h posteriors a la induccid. n = 6.
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3.2. |dentificacié del perfil transcripcional responsable de la regulacio transcripcional
de COUP-TFIlI mediada per PI3Ka.

Donada la repercussié de la senyalitzacio de PI3K sobre I'expressio de COUP-TFII, ens
vam disposar a avaluar amb més profunditat els possibles canvis transcripcionals
resultants de l'eix de senyalitzacido PI3K/COUP-TFII. L’analisi transcriptomic de les
cél-lules EC-Pik3cal*’’YT (generat anteriorment al nostre laboratori) (276), aixi com
dues signatures transcripcionals publicades per un altre grup de recerca (114), ens van
permetre determinar una signatura genetica comu per a la sobreactivacio de PI3K, la
regulacio transcripcional de COUP-TFII i el perfil transcriptomic propi de la identitat
venosa. Més concretament, vam comparar els gens diferencialment expressats en
mLECs Pik3ca"'*"® amb la signatura resultant de comparar HUAECs (hECs arterials)
versus HUVECs (hECs venoses) i I'analisi transcriptomic de HUVECs NR2F2 knock-down
(KD) versus el pertinent control NR2F2-wt (Figura 4.43).

Pikc3ca™ ™ T y5 control

HUAECs 18 NR2F2 KD
Vs Vs
HUWVECs control

Figura 4.43. Representacié grafica de I’analisi transcripcional comparatiu per a I’obtencié de la
signatura comu entre la senyalitzacié de PI3K, COUP-TFIl i la identitat endotelial venosa. Les bases
de dades analitzades han estat obtingudes a partir de les publicacions de Kobialka & Sabata et al. 2022
(Pik3ca'"%4"Rys control) i Sissaoi et al. 2017 (HUAECs vs HUVECs i NR2F2-KD vs control).

L’analisi comparatiu entre aquests 3 perfils genétics va determinar una signatura comu
de 18 gens, 10 d’ells sobrexpressats a cél-lules Pik3ca"'%"® i HUVECs, pero reduits en
céllules NR2F2-KD. La resta (8 gens) segueixen la trajectdria oposada, i per tant,
disminueixen en vers a la sobreactivacié de PI3K, es troben sobrerepresentats en
HUAECSs i pateixen un increment en vers a la deleci6 de COUP-TFII (Figura 4.44). En
base a la recerca bibliografica dels gens identificats, dos d’ells van resultar especialment
interesants. Per una banda, Ephb4 és considerat un receptor essencial per a la
segregacio arteriovenosa durant la diferenciacid endotelial, orquestrant I'especificacio
venosa i mantenint-se com a marcador venos a I’endoteli madur. En concordanca, Ephb4
apareix sobreexpressat en mLECs Pik3ca-mutants, i disminuit en comparar HUAECs i
HUVECs, aixi com en inhibir COUP-TFII. D’altra banda, Cxcr4, un conegut marcador
arterial amb especial importancia en el fenotip de la EC tip, segueix el patré oposat.
L’evident implicacié d’aquests dos gens en la regulacié de la identitat endotelial, aixi com
la seva reconeguda relacio amb COUP-TFII, fan d’aquestes proteines dos interessants
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components de la signatura descrita, amb potencial per esdevenir factors determinants
en el context de les malformacions vasculars i el fenotip descrit a llarg de les seccions

anteriors.

EC-Pik3ca"™ EC-Pik3caftmWT

HUAECs NR2F2 KD
Vs Vs
logfC  HUVECs  control

177
=102 Dmin
Ucp2

Slclas

Nav1 !
sic29a1 %,

Figura 4.44. L’analisi transcripcional de la senyalitzacié de PI3K, COUP-TFIl i la identitat endotelial
venosa dona lloc a una signatura comu. Els nivells transcripcionals dels gens per a cada una de les
bases de dades analitzades es representen en tonalitats vermelles (Pik3ca"'%’""T ys control), verdes
(HUAECs vs HUVECSs) o blaves (HUVECs NR2F2 KD vs control). Els niumeros indicats en cada una de

les caselles correspon al log. Fold Change de cada un dels gens.

L’expressi6 diferencial de Ephb4 i Cxcr4 en resposta a I'expressioé de Pik3ca'%’% va ser
validada per PCR quantitativa en cél-lules EC-Pik3ca"'%’® tractades amb 4-OHT o etanol
2 mM durant 6 h i cultivades durant 24 o 72 h. Els resultats van confirmar la rapida i
significativa sobreexpressio d’Ephb4 i la inhibicié de la transcripcid6 de Cxcr4 a les
céllules mutants (Figura 4.45 A). De la mateixa manera que COUP-TFII, el tractament
amb Alpelisib (BYL719) 5 uM va ser capag de revertir els nivells de transcripcio d’Ephb4
i Cxcr4 a les cél-lules mutants. En especial, Cxcr4 ha demostrat una gran sensibilitat als
canvis en l'activacié de PI3K, augmentant considerablement la seva expressio en
preséncia de I'inhibidor BYL719, tant en cél-lules Pik3ca-mutants com wt (Figura 4.45

B).
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Figura 4.45. EPHB4 i CXCR4, dues proteines implicades en la identitat endotelial, formen part de
la signatura de PI3BK/COUP-TFII. A. PCR quantitativa per a I'analisi dels nivells de mARN de Ephb4 i
Cxcr4 en mLECs EC-Pik3ca’™"”"WT 24 o 72 h després del tractament amb 4-OHT 2mM o etanol
(control). n = 6. B. PCR quantitativa per a I'analisi dels nivells de mARN de Ephb4 i Cxcr4 en mLECs EC-
Pik3ca1%47RVT induides amb 4-OHT 2mM o etanol (control) i tractades amb BYL719 5 uM o vehicle fins

les240les72h.n=6.

3.3. La inhibicio farmacologica de COUP-TFII podria limitar I'expansié patogénica de

les cél-lules Pik3cat047R.

Els resultats anteriors han aportat clares evidéncies de la relacio entre 'activacié de PI3K
i I'expressié de COUP-TFII, i 'impacte d’aquest en la transcripcio d’'un conjunt de gens
qgue podrien estar implicats en el fenotip patogénic de Pik3ca"'%’R. Per comprovar
'impacte d’aquest factor de transcripcid en el desenvolupament de les anormalitats
vasculars descrites, vam voler testar la seva inhibicio farmacologica in vivo.

CIA1 és un inhibidor al-lostéeric de COUP-TFII, el qual s’uneix al domini d’unié a lligands,
essencial per al reclutament d’altres reguladors transcripcionals, perd que no afecta a la
capacitat de COUP-TFII per unir-se a ’ADN. En base a 'efectivitat de CIA1 com agent
antitumoral i antiangiogénic demostrada en anteriors estudis in vivo (283), vam utilitzar
dosis similars a les publicades per avaluar I'efecte d’aquest inhibidor en el nostre model
de retina Tip EC-Pik3ca""*"""T-mTmG. Després de la induccio de la recombinacié a P1
(10mg/kg de 4-OHT) els neonats van ser tractats amb CIA1 (2,6 mg/kg) o vehicle a P4 i
P5, el periode durant el que s’estableixen els defectes vasculars (Figura 4.16 i Figura
4.35). L’analisi de les retines es va dur a terme a P6 i a P8 (Figura 4.46).
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v v v v v W 10 mg/kg 4-OHT
O T — — V¥ 2,6 mg/kg CIA1
PO P1 P4 P5 P6 P8 V aillament de la retina

Figura 4.46. Esquema del procediment experimental per al rescat farmacologic de les lesions
vasculars Pik3ca"%4’R mitjangant I’is de I'inhibidor de COUP-TFII CIA1. Induccié de la recombinacio
mitjangant I'administracié de 10 mg/kg de 4-OHT a P1, administracié de 2,6 mg/kg del farmac CIA1 a P4
i P5, i aillament de la retina a P6 o P8.

A Tip EC-Pik3ca""™ "I mTmG

vehicle CIA1 (2,6 mg/kg)

Tip EC-Pik3cat'™™”"WT.mTmG

vehicle CIA1 (2,6 mg/kg)
',i'?,’;#‘,

Figura 4.47. La inhibicié farmacologica de COUP-TFII no és suficient per revertir el fenotip de
Pik3ca'1%’R, Imatges representatives de retines Tip EC-Pik3ca"'*""T-mTmG induides amb 10 mg/kg
de 4-OHT a P1, tractades amb 2,6 mg/kg de CIA1 o vehicle a P4 i P5, i analitzades a P6 (A) o P8 (B).
Escala = 150um.

Les retines tractades amb CIA1, tant a P6 com a P8, van mostrar fenotips molt variables,
sense evidéncies evidents de rescat fenotipic en comparaciéo amb els controls mutants
(Tip EC-Pik3ca'4’R) tractats amb vehicle. No va ser possible detectar disminucions
notables de la hiperplasia vascular, ni vam poder detectar una recuperacié de la migracié
de les cellules GFP* a les posicions arterials. Tot i aixi, els animals tractats amb el farmac
semblen mostrar clons GFP* més reduits, especialment en les retines analitzades a P6.
Caldra augmentar la mida mostral de I'experiment per poder quantificar i determinar
I'efecte de la inhibicié farmacologica de COUP-TFII, aixi com considerar dosis més altres
de CIA1 o una administracio més continuada del farmac al llarg del desenvolupament
vascular per tal garantir la correcte cinética farmacoldgica del compost.
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No obstant, donat el mecanisme d’accié del compost (mitjancant la inhibicié de la unié a
cofactors de la regulacié transcripcional) és possible que aquest no sigui suficient per a
la prevencié de les malformacions vasculars, pel que en paral-lel, vam optar per establir
altres estratégies experimentals que ens permetessin avaluar el paper de COUP-TFIl en
el desenvolupament de les lesions Pik3ca'"%4"R,

3.4. Constitucié del model per al rescat fenotipic de Pik3ca"%’? mitjancant la delecid
genética de COUP-TFII.

Amb I'objectiu de desenvolupar una nova estratégia experimental que ens permeti
revertir 'augment de Nr2f2 a I’endoteli Pik3ca-mutant, vam decidir testar I'impacte de la
seva I'ablacié genética en el nostre model in vivo.

A LN

- - CreER™ —
STOP HIlM7TR STOP
- Pik3ca - Pik3ca(e1-19) P~ (e20)
STOP STORP

- R26 —»- mTomato - mGFP —

- Nr2f2 —»-  Nr2f2 (e1-3) P

B £
- - CreER™ —

|

-R26 CAG PP~ stop P-nCherry ¥ nGFP - Pik3ca™"*"® -

Pik3ca™T (60%) Pik3cat'7% (40%)

& e

- Nr2f2 - Nr2f2 (e1-3) P—

Figura 4.48. Models per a I’estudi de la delecié genética de COUP-TFIl durant el desenvolupament
de malformacions vasculars Pik3ca"'*4’R, A. A partir de I'administracié de 4-OHT, la recombinasa
CreER™ es translocara al nucli per recombinar els al-lels dependents de Cre: I'exo 20 del gen Pik3ca,
donant lloc a I'expressié de I'exd 20 portador de la mutacié H1047R, la seqliéncia mTomato, I'excisié de
la qual donara lloc a I'expressid de mGFP i I'excisié de part del gen de COUP-TFII. B. A partir de
I'administracié6 de 4-OHT, la recombinasa CreER™ es translocara al nucli per recombinar
estocasticament un dels dos parells de seqiiéncies loxP indicades en verd o vermell. En un 60% dels
casos, la recombinacio donara lloc a I'expressio de Pik3ca’" i la proteina reportera nuclear Cherry
(nCherry). En el 40% restant, la recombinacié resultara en I'expressié de Pik3ca"'%’% i GFP nuclear
(nGFP). D’altra banda, I'activitat Cre també escindira el gen de COUP-TFIl. En ambddés models, la
modificacié genetica tindra lloc a les ECs tip donat el control de Cre per el promotor d’Esm1.
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Per fer-ho, vam incorporar la linia COUP-TFIl KO (Nr2f2%*fex) g |a nostra colonia animal,
la qual és portadora de I'al-lel codificant per COUP-TFII flanquejat per dues seqliéncies
loxP, que, en recombinar, donen lloc a la delecio del gen, i per tant, a la abséncia de la
proteina. Per tal d’induir la deleci6 completa de COUP-TFIl aquest al-lel ha estat
mantingut en homozigosi i creuat al llarg de diverses generacions en combinacio amb la
resta de linies transgéniques que ens han permés constituir dos models d’estudi.

Per una banda, es va combinar Nr2f2/x amb el model Tip-EC Pik3ca""""T-mTmG
(Figura 4.48 A). La combinacié de la linia Esm1-CreER™ amb els tres al-lels induibles
per Cre (Pik3ca"%’f mTmG i Nr2f2"*ox) presenta certes limitacions. Les diferencies en
I'eficiéncia de recombinacio dels diferents constructes que constitueixen el model poden
comportar desequilibris en el nombre de cél-lules recombinants per cada un d’ells. Tot i
aixi, la robustesa del fenotip podria ser suficient per mostrar la prevencio parcial de la
hiperplasia vascular i la migracié de part de les cél-lules Pik3ca""*"®;,COUP-TFIl KO a
posicions arterials.

D’altra banda, i tenint en ment les mancances del model anterior, també hem creuat la
linia Nr2f2""x amb el model iFlu-Mosaic-Pik3ca"’*’% (Figura 4.48 B). En aquest cas, la
gran resolucio per a la visualitzacio de les cél-lules Pik3ca-mutants i Pik3ca-wt podria ser
clau per a la deteccié d’un rescat fenotipic. A més a més, el nombre d’al-lels dependents
de Cre és menor i en una mateixa retina podem analitzar el comportament tant de
cél-lules mutants com de cél-lules wt.

En qualsevol dels casos, caldra explorar diverses opcions en quant al temps i les dosis
de 4-OHT per tal d’optimitzar els models proposats i avaluar de manera efectiva la
inhibicié genética de COUP-TFIl. Ambdds models es troben actualment disponibles a la
nostre colonia i les retines postnatals d’aquest animals seran analitzades molt aviat per
comprovar l'impacte de COUP-TFII durant el desenvolupament de les malformacions
vasculars i la segregacio arteriovenosa de les ECs Pik3ca"'%"® in vivo.
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4. Objectiu 4: Determinar el perfil metabolic implicat en la patogénesi de
les malformacions vasculars causades per Pik3ca"’%4’R mitjancant

I’analisi metabolomic de les ceél-lules endotelials mutants.

4.1. Estudi metabolomic de les ECs Pik3ca'"%4"R,

Per al manteniment de I’homeostasi vascular, les ECs han desenvolupat una xarxa
metabolica complexa, capag d’adaptar-se al seu entorn i fer Us dels metabdlits per a la
regulacio de diverses funcions cel-lulars com la proliferacié, la quiescéncia o la
diferenciacié cel-lular. En els ultims anys, s’ha demostrat que la incorrecta adaptacié o
desregulacié del metabolisme endotelial contribueix a la patologia d’'una gran varietat de
trastorns vasculars, conduint a la disfuncié endotelial o el sobrecreixement angiogénic.
En aquet escenari, el metabolisme de la EC ha pres gran importancia en el camp de la
biologia vascular i presenta noves oportunitats per a les terapies dirigides.

Com sabem, I'origen de les malformacions vasculars derivades de mutants PIK3CAH%47R
rau en el sobrecreixement vascular, associat a I'increment de la proliferacio endotelial.
Es per aquest motiu que creiem que la sustentacié d’aquest fenotip requereix d’una
important reprogramacié metabolica que alimenti i promogui el creixement de les
lesions. Per determinar els canvis en perfil metabolic resultant de I'expressio de
Pik3ca""%’R vam generar 4 replicats bioldgics de mLECs Pik3ca"'%’® (Pdgfb-CreER™;
Pik3ca'1%4”RWT) "els quals van ser tractats amb 4-OHT o etanol (control wt) 2mM durant 6
h i preparats per al seu analisi després de 48 h en cultiu. En col-laboracié amb el
laboratori del doctor Jason Locasale, els metabolits extrets de cada mostra van ser
analitzats per cromatografia liquida-espectrometria de masses (LC-MS). L’analisi
bioinformatic de I'estudi va identificar 153 metabdlits diferencialment representats en
comparar cél-lules Pik3ca"’*’® amb els respectius controls.

En classificar els metabdlits (la majoria d’ells sobre representats a les cél-lules mutants)
d’acord amb les vies metaboliques on prenen part, aquests van ser agrupats en 4 blocs
diferents: sintesi de pirimidines i cicle de la urea, glicolisi i cicle dels acids tricarboxilics
(TCA), metabolisme de la metionina i el glutatid, i sintesi d’hexosamines i via de les
pentoses fosfat (Figura 4.49). En conjunt, aquestes dades suggereixen un augment
generalitzat de l'activitat metabodlica de la cél-lula mutant, i en concret, denoten cert
increment en la sintesi de les principals macromolécules bioldgiques, probablement, per
donar suport a 'augment de la proliferacié, i per tant, a I'increment del desgast energétic
i de biomassa.

4.2. Les ECs Pik3ca"'**’R presenten un augment del metabolisme del glutatid, un

mecanisme essencial per al control de I'estrés oxidatiu.

Entre els resultats obtinguts a I'analisi metaboldomic destaca I'increment de metabolits
associats a la via del glutatié, com el propi glutatié (GSH) i la seva forma oxidada (GSSH),
o formes precursores d’aquests composts, com la cisteinilglicina, la cistationina i el
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glutamat, entre d’altres (Figura 4.50 i 4.51). Aquest son metabdlits essencials per a la
biosintesi de GSH i el funcionament de les vies metaboliques antioxidants, pel que el seu
increment en vers a I'expressio de Pik3ca'’*® podria suposar un mecanisme de
proteccio de la cél-lula mutant en resposta a 'augment de I'estrés oxidatiu que comporta
la proliferacié endotelial descontrolada.

L-glutamine, Aspartate, N-Carbamoyl-L-aspartate,(S)-dihydroorotate, UMP, UDP,
Deoxyuridine/dUMP, dTTP, UTP, CTP, CDP, Uracil, Cytosine, Cytidine,

cicle de la urea N(omega)-(L-Arginino)succinate, N(2)-acetyl-L-ornithine, Aspartate, Malate,
Fumarate, Glutamate, Arginine (p val = 0.052)

Sintesi de pirimidines i

Glicolisi i beta-D-Fructose 1,6-bisphosphate, Dihydroxyacetone phosphate, D-Glycerate
. 3-phosphate/D-Glycerate 2-phosphate, Phosphoenolpyruvate, Pyruvate, Lactate, -
cicle TCA GBP/FBP, Malate(2-), Fumarate, Succinate(2-), Citrate/isocitrate

L-methionine, 5-Methylthioadenosine, Methionine sulfoxide, Adenosine L-cystathioni-

ne, L-serine, Vitamine B6, 5-oxoproline/L-1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate,

metionina i el glutatié L-cysteinylglycine, Glutathione, GSSG, L-glutamate, S-Adenosyl-L-homocysteine,
Taurine, Hypotaurine, L-serine

Metabolisme de la

L-Glutamine, G6P/F6P, D-Glucosamine 6-phosphate, UDP-N-acetyl-alpha-D-gluco-
samine/UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine, UTP, UDP-D-glucose/UDP-D-galacto-
hexosamines i viade les ¢ beta-1-4-mannose-N-acetylglucosamin, e, ADP-mannose/GDP-L-fucose/ADP
alpha-D-glucoside, GDP-D-mannose, 6-Phosphogluconic acid, Ribose-phosphate,
Sedoheptulose 7-phosphate, D-Erythrose 4-phosphate

Biosintesi de les

pentoses fosfat

Figura 4.49. Perfil metabolomic de les cél-lules Pik3ca"%4’R. Representacio i classificacio dels
metabolits sobre-representats en cél-lules Pik3ca"047""T respecte als controls wt.

Metabolisme de la metionina i el glutatio

L-cysteinylglycine
Glutathione

L-cystathionine
S-Adenosyl-L-homocysteine
GSSG

L-glutamate

Taurine

Hypotaurine
5-Methylthioadenosine
L-methionine

Methionine sulfoxide
5-oxoproline/L-1-Pyrroline-3-h
Pyridoxine/Norepinephrine-1
L-serine

Adenosine

.

0 1 2
fold change

Figura 4.50. L’expressi6 de Pik3ca"%4’R provoca I'increment de nombrosos metabolits de la via del
glutatio. Representacié grafica dels valors fold change dels metabolits implicats en la via de la metionina
i el glutatio, diferencialment representats en els extractes metabolics de les cél-lules Pik3ca'"%47R,
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Metabolisme de la metionina i el glutatié
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Figura 4.51. Representacié grafica de la via del glutatié i els metabélits i enzims implicats en el
fenotip de Pik3ca"'%4’R. Els metabolits i enzims incrementats en les mostres Pik3ca'''%’R es representen
en vermell, mentre els enzims reduits en les cél-lules Pik3ca"’%7R son representats en blau.

Donada la importancia de la regulacio de I'estrés oxidatiu per a la supervivencia cel-lular,
els mutants Pik3ca"'*’R podrien haver desenvolupat una major dependéncia a la via del
glutatio per garantir el balan¢ oxidatiu. Aquest tret podria suposar també una
vulnerabilitat per a les cél-lules mutants, pel que la seva inhibici6 comprometria el
creixement i la supervivéncia de les malformacions Pik3ca"’*’R. Per provar aquesta
hipotesi, vam voler determinar si els canvis en el metabolisme del glutatié podrien ser
causats per canvis en la regulacié genética dels enzims implicats en aquesta via. A partir
de I'analisi transcriptomic de les mateixes cél-lules, vam descobrir que diversos dels
enzims involucrats en el metabolisme del glutatié presenten desregulacions en comparar
els seus nivells d’expressio en cél-lules Pik3ca"'*Ri control. A la Taula 4.1 trobem els
valors per al fold change de cada un dels enzims de la via del glutatié diferencialment
expressats a la seqlienciacio de I’ARN cel-lular.
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adj pval | log2 PO

Biosintesi del glutatio

GCL Glutamat cisteina lligasa Gclc - -
GS Glutati6 sintetasa Gss - -
GLS Glutaminasa Gls - -
Balanc¢ redox del glutatio
GPX Glutatio peroxidasa Gpx8 0,0170 -0,5545
GRX Glutaredoxina Glrx - -
GR Glutatio reductasa Gsr - -
GST Glutatié-S-transferasa Gst (Mgst1) 0,0396 -0,4420
Cicle y-glutamil
GGT y-Glutamiltransferasa Got1 - -
GGCT y-Glutamilciclotransferasa Ggct 0,0087 0,4954

Taula 4.1. Principals enzims implicats en la via metabolica del glutatié. Enzims associats a la
biosintesi, la reaccio d’oxidacio-reduccio i el reciclatge (cicle y-glutamil) del glutatié i els valors (adj. P
val. i log2FC) referents al perfil transcripcional de les cél-lules EC-Pik3cal’047RWT,

Per la validacio d’aquestes dades es van mesurar els nivells de mARN a partir de noves
mostres, aillades 72 h després de la induccié amb 4-OHT 2mM o etanol durant 6 hores.
La PCR quantitativa va confirmar les diferéncies transcripcionals observades en I'estudi
transcriptomic anterior, tot i que aquestes no van resultar estadisticament significatives
(Figura 4.52).
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Figura 4.52. Enzims involucrats en la biosintesi i oxidacié del glutatié presenten desregulacions
transcripcionals en cél-lules Pik3ca"%47R, PCR quantitativa per a 'analisi dels nivells de mARN dels
gens codificants per als enzims GPX8, mGST1 i GGST a partir de mostres de mLECs EC-Pik3ca''%4’R 72
h després del tractament amb 4-OHT 2mM o etanol (control). n = 2.

Els enzims glutatio peroxidasa (GPX8) i glutatié S-transferasa microsomal (mGST1)
participen en la reaccié d’oxidacié-reduccio del glutatié per mantenir I'equilibri oxidatiu
de la céllula i evitar la presencia d’espécies ROS (Figura 4.51). En el context
Pik3ca""%R la disminucié de la seva expressid podria estar afavorint 'acumulacié de
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glutatio reduit (GSH), i per tant, el poder oxidatiu de la cél-lula endotelial mutant. D’altra
banda, GGCT (y-glutamilciclotransferasa) és un dels principals enzims implicats en
'anomenat cicle y-glutamil. Aquest procés metabolic permet a la cél-lula reutilitzar el
glutatio a partir de la seva dissociacio en glutamat, cisteina i glicina, i la posterior
reintroduccié de y-glutamil al citoplasma per ser transformat en 5-oxoprolina. 5-
oxoprolina, sintetitzat per I'accié de GGCT, també ha estat identificat com un compost
significativament augmentat a les cél-lules Pik3ca"*’R, el que concorda amb els nivells
d’expressio de Ggct, el quals mostren una tendéncia a I'al¢ga a I'endoteli mutant. Sota
aquestes premisses, els nostres resultats suggereixen que la EC Pik3ca"'%? podria
prendre avantatge de l'increment del metabolisme del glutatio per suportar i protegir a
la cél-lula de I'estrés oxidatiu que comporta I'augment proliferatiu.

Per posar a prova la importancia del metabolisme antioxidatiu del glutatio a les nostres
cél-lules mutants, vam dur a terme un assaig de viabilitat cel-lular (MTS) en cél-lules
tractades amb diferents dosis de I'inhibidor BSO. Aquest, inhibeix la sintesi de glutatio
mitjancant el bloqueig de I'activitat de 'enzim glutamat-cisteina lligasa (GCL) (Figura
4.51).
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Figura 4.53. Les cél-lules Pik3ca"4’f? no mostren major sensitivitat a la inhibicié de la sintesi de
glutatié. Assaig MTS de viabilitat cel-lular comparant mLECs EC- Pik3ca"’®4f*MT | wt en resposta al
tractament amb diferents dosis de BSO (0, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 50, 100, 150 yM) durant 72 h. Els
resultats es mostren com al % de viabilitat en base al logaritme de la dosis de BSO com a corbes de
regressié no lineal de pendent variable. n = 3.

Les ECs van resultar notablement resistents a l'inhibidor, ja que la seva viabilitat no es
va veure compromesa fins estar exposades a dosis altes de BSO (50-150 uyM). A més a
més, en contra de les nostres expectatives, les cél-lules Pik3ca"'*’R no van mostrar
diferéncies significatives en resposta a I'inhibidor en comparacié amb els controls. Fins
i tot, podem veure com les cél-lules tractades amb etanol (control) mostren una lleugera
major sensibilitat al tractament amb BSO, el que suggereix que la reprogramacio
metabolica induida per la sobreactivacio de Pik3ca podria posar certa resisténcia a la
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falta de glutatio cel-lular (Figura 4.53). Aquestes dades ens podrien allunyar de la idea
d’explorar la via del glutatid com una possible vulnerabilitat de la cél-lula mutant, pero, a
la vegada, obre nombroses questions per a la comprensio dels canvis metabolics
mostrats en aquesta seccid. Es possible que la inhibicié de la sintesi del glutatié no
indueixi grans efectes sobre la viabilitat endotelial, pero si limiti el potencial proliferatiu
de les cél-lules Pik3ca"’*’R. Aquestes i altres hipotesis caldran ser testades en futurs
experiments.

4.3. L’augment de la glicdlisi com a for¢ga conductora de I'expansié de les cél-lules

Pik3ca-mutants.

La glicolisi és el mecanisme primari per a la produccié d’energia a les ECs. Tot i la
coneguda “addiccid” de I'endoteli a aquesta via metabolica, va ser sorprenent identificar
un increment significatiu en un gran nombre de metabdlits glicolitics a les nostres
cél-lules Pik3ca-mutants (Figura 4.54).

Glicolisi i cicle dels acids tricarboxilics (TCA)
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Figura 4.54. L’expressio de Pik3ca"'%4’R provoca I'increment de nombrosos intermediaris de la
glicolisi i el cicle TCA. Representacio grafica del fold change dels metabolits implicats en la via de la
glicolisi i el cicle TCA, diferencialment representats en els extractes metabolics de les cél-lules
Pik3cat104R,

L’increment d’intermediaris de la glicolisi aerdbica i anaerdbica (glucosa-6P, fructosa 1-
6P, glicerat-2P/3P, fosfoenolpiruvat, piruvat i lactat) apunten a 'augment de la via per
suplir una major demanda energética de la cél-lula mutant. També, diversos components
del cicle TCA van resultar incrementats en resposta a 'activacié oncogénica de Pi3kca,
com per exemple el succinat, el citrat o l'isocitrat, el malat i el fumarat (Figura 4.55 i
4.55).
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Glicolisi i cicle TCA
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Figura 4.55. Representacio grafica dels canvis metabolics sobre els intermediaris de la glicolisi i
el cicle TCA a causa de I’expressié de Pik3ca"'%4’R, Els metabolits incrementats en les mostres
Pik3ca'1%4’R es representen en vermell.

Aixi doncs, I'augment generalitzat del procés glicolitic a les cél-lules mutants ens fa
questionar el seu paper durant el desenvolupament de les malformacions vasculars. En
aquest context, vam tenir I'oportunitat de col-laborar amb el laboratori de la doctora
Katrien De Bock, especialitzat en la investigacié del metabolisme endotelial. Aquest grup
de recerca disposa d’un model animal portador de la delecio induible per Cre de I'enzim
fosfofructosa quinasa/fructosa bisfosfatasa 3 (PFKFB3). PFKFB3 és un activador de
I’enzim fosfofructosa quinasa (PFK) i té un paper crucial en la regulacio del flux glicolitic,
el qual ha estat descrit com un factor clau durant per procés angiogénic, especialment
sota condicions patologiques (131). Donades aquestes caracteristiques, la seva delecio
en céllules Pik3ca"'®R i per tan, la disminucié del potencial glicolitic de les mateixes,
podria suposar un obstacle per assolir la demanda energética que requereix la cél-lula
hiperproliferativa, i per tant, induir cert rescat fenotipic en el model de retina postnatal.
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Els investigadors del grup col-laborador van creuar el nostre model Tip EC-
Pik3ca""**""*"T_mTmG amb el seu al-lel PFKFB3 KO. L’analisi de les retines P6 induides
amb 10 mg/kg de 4-OHT a P1i P2, no mostren diferencies en I'area vascular total (Figura
4.56 A i B). Malgrat aix0, cal destacar que la quantificacio de I'expansié dels clons
endotelials GFP* mostra una disminucio considerable en aquells animals doble mutants:
PFKFB3 KO:Pik3ca"'**"”""T (Figura 4.56 A i C). En qualsevol cas, la mida mostral encara
és limitada per poder determinar un efecte robust de la inhibicié de la glicolisi sobre el
fenotip de Pik3cal’*’F | és probable que calgui avaluar altres estratégies experimentals
per validar els resultats obtinguts en aquest experiment.
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Figura 4.56. La repressido de la glicolisi limita la capacitat d’expansié dels clons cel-lulars
Pik3ca""%4’R_ A. Imatges representatives de retines Tip EC-mTmG combinades amb els al'lels PFKFB3-
KO, Pik3ca147”RWT o PFKFB3-KO;Pik3ca%4"”"T | es mostres van ser induides amb 10 mg/kg de 4-OHT
a P1iP2,ianalitzades a P6. B. Quantificacié del % d’area IB4* respecte al total de I'area de la retina. C.
Quantificacié del % d’area GFP* respecte a I'area total IB4*. n = 2.

En conjunt, I'estudi metabolomic presentat en aquesta tesi dona llum a una important
reprogramacié metabolica causada per I'expressié endotelial de Pik3ca"’*’%. ’augment
del metabolisme anabdlic i les vies per al control de I'estrés oxidatiu o I'abastiment
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energeétic ens indiquen I'adaptacié de la cél-lula a un estat patoldogicament proliferatiu.
Com ja hem apuntat, aquestes diferencies poden suposar dianes especialment atractives
per al control o tractament de les lesions vasculars. De fet, a partir de la nostra recerca
hem pogut demostrar I'impacte de la inhibicio glicolitica sobre el fenotip vascular
aberrant de les retines Pik3ca"%’® en concret, limitant 'expansié dels clons mutants.
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DISCUSSIO

Durant les darreres décades, la via PI3K ha estat descrita com una via de senyalitzacié
essencial per a la formacio dels vasos. La modificacié genetica de PI3K i diversos dels
seus efectors en ratolins transgénics ha revelat la importancia de la seva senyalitzacio
en multiples funcions cel-lulars com ara el creixement, la proliferacio, la supervivéncia,
la migracio, el trafic vesicular o el metabolisme endotelial (218). Més concretament, la
isoforma p110a ha esdevingut un element clau per al control del comportament
endotelial. Al 2016, mutacions activadores a PIK3CA van ser identificades com la causa
genetica de diverses malformacions vasculars (255,256). Aquestes mutacions
oncogéniques (H1047R, H1047L, E523K o E545K) prenen lloc de forma somatica a
I'endoteli i han estat associades exclusivament a I'origen de malformacions venoses i
limfatiques, aixi com a malformacions vasculars associades a sindromes de
sobrecreixement complexes (PIK3CA Related Overgrowth Syndromes, PROS).
Aquestes doléncies apareixen de manera congeénita, fruit del creixement descontrolat de
la xarxa vascular, el que comporta la formacié andomala dels vasos amb episodis de
desfiguracio, sagnants recurrents, dolor i nombroses i variades complicacions cliniques
en funcio de I'abast de la lesio i el teixit afectat.

Es creu que, durant el desenvolupament embrionari, I’'aparicio espontania d’una mutacio
somatica a PIK3CA en un progenitor mesodérmic comporta 'augment de la seva
capacitat proliferativa i la consequient expansi6 patogénica. Tot i que la mutacié té lloc
de manera estocastica en una EC progenitora, és curiés com la manifestacié clinica de
mutants PIK3CA només ha estat diagnosticada en malformacions venoses o limfatiques,
excloent d’aquest genotip totes aquelles anomalies arteriovenoses. Aquesta segregacio
entre el genotip i el fenotip de la patologia podria indicar la implicacié de PI3K en el
procés de diferenciacié endotelial, condicionant aixi la localitzacid i el subtipus cel-lular
afectat.

Tot i els grans avencgos en el diagnostic genétic de les malformacions vasculars, la
comprensié dels processos moleculars subjacents a aquestes mutacions encara
requereixen una extensa investigacio. Sota aquest pretext, aquesta tesi té I'objectiu de
configurar un nou model per a I'estudi de les malformacions vasculars. L’expressio
endotelial i mosaica de la forma mutant de Pik3ca (H1047R) i I'analisi de la retina
postnatal de ratoli ens ha permeés recapitular els trets distintius de les malformacions
vasculars venoses, on la sobreactivacid de PI3K dona lloc a la hiperproliferacio i la
hiperplasia vascular, especificament en venes i capil-lars. Aquesta estratégia ha permeés
apropar-nos a l'origen etiologic de la malaltia i s’ha convertit en una eina clau per
caracteritzar el context espaitemporal que desencadena la patogenicitat de Pik3ca'’%’F,
Per fer-ho, el meu treball ha estat centrat en I'estudi de I'expressio de Pik3ca"’*’® en
diversos contextos del desenvolupament vascular i en diferents subpoblacions
endotelials.

La combinacioé de la mutacio H1047R amb el gen reporter mTmG i les linies endotelials
Bmx-CreER™ i Esm1-CreER™ han permés determinar clares diferéncies en la resposta
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de les ECs arterials i ECs pre-arterials (ECs tip) a la sobreactivacio de PI3K. Tot i el paper
clau de p110a durant la formacié dels vasos, les evidéncies exposades aqui demostren
que les cél-lules arterials tenen la capacitat d’obviar I'expressio de Pik3ca"’%R, un fet
que concordaria amb la segregacio mutacional detectada en el diagnostic genétic de
malformacions d’alt i baix flux. Tanmateix, Pik3ca"’*’® ha demostrat ser patogénic en
ECs en transicio a 'artéria. L’expressio de la mutacioé en cél-lules tip, descrites com un
subtipus endotelial evocat a la diferenciacio arterial, ha evidenciat I'impacte de PI3K
durant I'especificacié dels vasos. A més d’'un augment en la proliferacio endotelial,
I'expressio de Pik3ca en aquestes cél-lules desencadena un brusc canvi en el patr6 de
diferenciacio, afavorint destins venosos i capil-lars i evitant la seva transicio a 'artéria. En
concordanga, en resposta a I'activacio aberrant de PI3K, les cél-lules mutants pateixen
un increment significatiu de COUP-TFII (un factor de transcripcié essencial per a la
diferenciacio venosa). A la seccié 1 discutirem els avantatges i les limitacions dels
models presentats al llarg de la tesi, aixi com les troballes referents a la fisiologia de la
cél-lula mutant en els diferents contextos on aquesta ha estat testada.

D’altra banda, el metabolisme de les ECs ha estat reconegut com una forca determinant
durant el procés angiogénic. L’endoteli presenta una extraordinaria capacitat
d’adaptacio metabdlica en funcio de les necessitats nutricionals i de creixement de cada
teixit, amb especial importancia durant el desenvolupament de certes patologies (130).
Al present estudi, I'expressid6 de Pik3ca"’®’® a resultat causar una important
reprogramacio metabolica que sustenta I'increment bioenergétic i macromolecular que
la hiperproliferacio endotelial requereix. Alguns dels trets metabdliques identificats a la
céllula mutant podrien ser mecanismes essencials per garantir la seva propia
supervivéncia, i per tant, esdevenir atractius objectius terapéutics per al tractament de
les malformacions vasculars. A la seccié 2 discutirem el perfil metabdlic obtingut i les
possibles interpretacions i aplicabilitats de les caracteristiques identificades a les ECs
mutants.

1. Modelatge i caracteritzacio del context espaitemporal de les

malformacions vasculars causades per mutacions Pik3ca"'%4R

1.1. L'expressido mosaica de Pik3ca"'*"® constitueix un model Unic per a I'estudi de

I’origen i el creixement de les malformacions vasculars.

Les mutacions activadores de la via PIBK/AKT han estat descrites com una de les
principals causes de 'origen de malformacions vasculars de baix flux (253,255,256,284).
Tot i el clar diagnostic genétic, el mecanisme precis responsable del desenvolupament
vascular aberrant no esta clar. Estudis previs del nostre laboratori han proporcionat les
primeres evidéncies de que I'expressid endotelial de Pik3ca"'™*"T desencadena
I’activacio de programes moleculars lligats a la progressié del cicle cel-lular (256,276). A
partir d’aquestes dades, aquest treball ha demostrat que I'expansio patoldgica de les
ECs Pik3ca"'*’F es produeix preferentment en preséncia de factors de creixement. A les
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cél-lules mutants, tant I’activacio de S6, un dels efectors de la via PI3K, com la progressio
del cicle cel-lular, resulten selectivament potenciats en preséncia d’estimuls mitogénics.
En aquesta linia, I'expressi6 de la mutacidé in vivo durant diferents etapes del
desenvolupament postnatal, ha demostrat que un estat activament angiogénic és
determinant per a I'aparicio i el creixement de les malformacions. La correlacié entre un
context extracel-lular angiogénic i la patologia de les cél-lules mutants també ha estat
reportada en altres casos de malformacions vasculars, com ara en LMs, CCMs o AVMs
associades a la sindrome HHT (261,285,286). El paper dels factors de creixement com
a part essencial de I'impacte patologic de Pik3ca"'%’R també encaixa amb les dades
cliniques. Les lesions de baix flux s’expandeixen proporcionalment amb el creixement
de l'individu, pero s’estableixen de manera quiescent en etapes adultes, on no hi ha
practicament activitat angiogenica o creixement tissular (287). A més a més, s’han
reportat nombrosos casos on la recurréncia i/o reactivacié de la lesio té lloc a partir
d’episodis on una produccié aguda d’estimuls precedeix al relapse de la malformacié.
Aquets és el cas d’etapes amb canvis hormonals (com per exemple la pubertat),
respostes regeneratives a la reseccio quirurgica de la lesio o ferides accidentals en la
zona afectada (245,288). Aquest fet també explicaria perqué aquest tipus de lesions son
caracteritzades, i diferenciades dels tumors vasculars, pel seu baix potencial proliferatiu
(241). Tot i que I'origen de les VMs és ocasionat per la proliferacio descontrolada de la
EC, és probable que el diagnostic i I'analisi histopatologic de les lesions en estadis de
quiescéncia mostri una baixa taxa proliferativa. El conjunt d’aquestes observacions pren
especial importancia en considerar tractaments preventius adrecats al control de
possibles repunts de I'estimulacio angiogénica.

En les darreres publicacions, el modelatge de les lesions vasculars causades per
Pik3ca""%’R ha estat basat en la induccié de la mutacié en una gran proporcié de ECs,
donant lloc a una hiperplasia vascular massiva on no és possible diferenciar les
estructures vasculars o definir lesions aillades (256). De forma similar, en el present
treball hem utilitzat la retina postnatal de ratoli per modelar les malformacions vasculars
Pik3ca""%’r A diferéncia dels models anteriors, I’is de dosis molt baixes de 4-OHT, i per
tant, la recombinacid6 mosaica de la mutaci6 H1047R a I'endoteli, ens ha permés
configurar una nova estratégia molt més propera a I'etiologia genetica de les
malformacions humanes, on la mutacid ocorre en un sola céllula derivada del
mesoderma, que s’expandeix donant lloc a lesions vasculars aillades. Tot i la drastica
reduccié en el nombre de céllules mutants, aquestes mostren un clar impacte en la
proliferacié endotelial i I'expansio patogénica dels vasos, caracteritzats per la pérdua de
la cobertura mural i la sobreactivacid de la via PI3K, recapitulant aixi els trets més
significatius de la patologia.

Una altre observacio important del nostre model es va centrar en la distribucio de les
lesions. Només venes, vénules i capil-lars es veuen afectats pel sobrecreixement
endotelial, excloent les artéries d’aquest fenotip, les quals semblen impassibles a
I'expressio de Pik3cal’*’R, Aquest patrd coincideix amb el diagnostic de les
malformacions vasculars humanes, on la sobreactivaci6 de PIK3CA no ha estat
diagnosticada en lesions d’alt flux (AVMs) (289). A partir d’aquestes evidéncies, el motiu
per el qual les artéries no es veuen afectades i la comprensié de la segregacié
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mutacional entre malformacions d’alt i baix flux ha esdevingut un dels principals
paradigmes estudiats en aquesta tesi, el qual sera discutit més endavant (secci6 1.2-
1.3).

El sistema proposat, rapid i consistent, constitueix una prometedora eina per a I'avaluacié
de possibles terapies dirigides. Aquest ha estat el cas de Miransertib, un inhibidor d’AKT
dissenyat per al tractament oncolodgic, que, gracies al model descrit, ha estat testat a
nivell preclinic i ha demostrat un gran potencial curatiu i preventiu per al tractament de
VMs (276). Les dades sorgides d’aquest estudi han contribuit de forma important al
desenvolupament d’assajos clinics per a I'avaluacié de Miransertib en pacients de la
sindrome de Proteus (NCT02594215) o PROS (NCT03094832).

Tot i les nombroses avantatges, aquest model també presenta certes limitacions. Com
hem vist, la manifestacioé clinica de les malformacions vasculars és molt variable i canvia
en funcio del teixit, el moment o la severitat de la patologia. En el nostre cas, el modelatge
a la retina murina simplifica la complexitat i heterogeneitat de la patologia i s’allunya de
context tissular on aquestes lesions acostumen a aparéixer (la pell, els teixit adipos o el
teixit muscular) (244). A més a més, ’endoteli ha demostrat tenir un paper determinant
en la fisiologia dels teixits que envolta, tal i com s’ha demostrat en el muscul o el teixit
adipods (290-292). Aixi doncs, no podem descartar que la malformacio dels vasos pugui
tenir implicacions en el comportament d’altres tipus cel-lulars i 6rgans. També cal ser
conscients que la nostre aproximacio experimental aborda I'origen i la formacio inicial
de les lesions, un estadi probablement molt diferent al presentat en el moment del
diagnostic dels pacients. Els informes clinics i algunes investigacions incipients apunten
a processos inflamatoris i de fibrosis durant la cronificacio de les malformacions
(293,294), pel que la consideraci6 d’aquest escenaris sera essencial per al
desenvolupament de terapies efectives en estadis més avancats de la patologia.

D’altra banda, la mutacié H1047R, al domini quinasa de PIK3CA, és tan sols una de les
diverses mutacions causants de de les malformacions de baix flux, entre les que trobem
altres modificacions hotspot (E542L o E545L, al domini helicoidal) o mutacions menys
recurrents, com per exemple E453K/Q, o E726K. Aquestes ultimes, les quals han
demostrat una menor capacitat activadora de la via PI3K, semblen diagnosticar-se de
manera més freqlent en patologies sindromiques on, a banda de les malformacions
vasculars, trobem afectacions en altres llinatges i teixits de I'organisme (295,296). La
relacié inversament proporcional entre la capacitat activadora de la mutacio i la
patogénesi en diversos tipus cel-lulars podria indicar que aquelles mutacions amb menor
impacte sobre la via PI3K comporten una major compatibilitat amb la viabilitat i 'expansié
de diversos teixits. Altrament, els mecanismes pels que aquestes mutacions indueixen
I'activacio de PI3K presenten naturaleses diferents. En definitiva, el tipus de mutacié a
PIK3CA, aixi com el moment, el tipus cel-lular i el context extracel-lular en el que aquesta
ocorri, podrien condicionar de manera directe I'origen i 'impacte de I’afectacio vascular.
Per tant, entendre on, quan i com apareixen les malformacions vasculars ha esdevingut
un aspecte clau per avancar en la seva investigacio.
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1.2. Les mutacions activadores a Pik3ca no son patogéniques a la cél-lula arterial

Tot i que les ECs comparteixen un mateix origen mesodérmic, la diferenciacié en
diferents subpoblacions fa possible la especificacio de la cél-lula i I’'adquisicio de diversos
trets diferencials. Venes i arteries, els dos grans vasos principals del sistema sanguini,
tenen funcions completament diferents, pel que no és estrany que la composicio
fisiologica dels conductes, aixi com les caracteristiques moleculars de AECs i VECs,
també mostrin diferéncies importants. En el cas de les arteries, les AECs es troben
localitzades a la capa interna de vas de forma polaritzada i formant part d’una paret
gruixuda amb un intens recobriment mural que els permet aguantar les altes forces
hemodinamiques a les que estan exposades. Recentment, diversos estudis han
demostrat la baixa capacitat proliferativa de les AECs i, inclus, I'arrest del cicle cel-lular
durant I'adquisicié de la identitat arterial (112,113), oposant-se aixi al fenotip venos i
capil-lar, els quals mantenen cert potencial proliferatiu.

Donades aquestes caracteristiques i I'abséncia de fenotip a les artéries en expressar
Pik3ca""%’R de manera estocastica a I’endoteli, vam voler determinar la patogénesis de
la mutacié especificament a I'artéria. L’expressio arterial de Pik3ca"’%’% (mitjangant I'Gis
de la linia Bmx-CreER™) va demostrar ser completament innocua durant la formacio
d’aquests vasos. A més a més, |'activacié prolongada de la via va mostrar una disminucio
en lactivacio de S6, suggerint un mecanisme inherent a la cél-lula arterial que
contraresta I'efecte de la mutacio.

Les diferencies fenotipiques entre ECs venoses o capil-lars i ECs arterials Pik3ca''%4’R
concorden amb els diagnostics genétics associats als diversos tipus de malformacions
vasculars. Com ja hem mencionat, VMs, LMs i CMs han estat extensament associades a
modificacions oncogéniques de la via PI3K. En canvi, AVMs, lesions amb una implicacié
directe del compartiment arterial, han estat atribuides a I'aparicié de mutacions de la via
ERK/MAPK. Aquesta segregacio podria estar relacionada amb diferéncies en I'activacio
d’ambdues branques de senyalitzacio als respectius compartiments endotelials. De fet,
durant el desenvolupament embrionari de ratoli, es va proposar que, a través de
estimulaci6 de VEGFR-2, la via MAPK és I'encarregada d’activar el programa
transcripcional arterial, i I'activitat PI3K/AKT condueix a I’adquisicié d’identitats venoses
(115). A més a més, I'activacio de PI3K suprimeix la via ERK/MEK, i el mateix passa en
el sentit contrari (81). Per tant, aquests resultats ens sugereixen que, després de
I'arterialitzacio, I'activitat de PI3Ka podria estar bloquejada per I'augment de la via
antagonista MAPK.

El comportament refractari de la céllula arterial respecte a I'expressiéo de mutacions
patogéniques també ha estat reportada en altres casos de malformacions vasculars.
Aquest és el cas de la delecié d’ALK1, un receptor de lligands BMP identificat com una
de les principals causes d’AVMs associades a HHT. La delecié d’ALK1 especificament a
les artéries diferenciades tampoc indueix anomalies vasculars. En canvi, associen
’aparicid de la lesio arteriovenosa a I'expressio de la mutacio en venes o capil-lars i
defectes en la polaritzacio y migracié d’aquests subtipus endotelials. Aixi dons, és
possible que el caracter impassible de les artéries no estigui relacionat unicament amb
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alteracions a PI3K, sind que sigui una tret inherent a la cél-lula arterial. En aquesta linia,
diversos estudis apunten a diferéncies en el perfil d’accessibilitat de la cromatina al llarg
de I'especificacio arterial que podrien restringir o regular I'expressio génica en aquest
linatge cel-lular. Per exemple, s’ha associat I'augment de la condensacié i
empaquetament de ’ADN amb mecanismes d’adaptacié a I'increment del flux sanguini
(297). Altres investigacions també han descrit marques epigenétiques associades a gens
particularment implicats en la funcié d’AECs i VECs (298,299). Segons aquestes dades,
una regulacié més restrictiva, o inclus el silenciament genetic al compartiment arterial
podria explicar la indiferéncia a mutacions activadores de PIK3CA o altres alteracions
genétiques. Un altre tret diferencial entre venes i artéries recau en la seva estructura i la
exposicié a diferents pressions sanguinies. Les cél-lules arterials es troben en un ambient
amb major estrés mecanic a raé d’una major forga i friccio del flux sanguini i una pressio
més elevada. La capacitat mecanosensorial de les AECs ha demostrat tenir la capacitat
de controlar els nivells d’importants factors de transcripcio, com ara KLF2 o KLF4, els
quals contribueixen al manteniment de |'estat quiescent de les cél-lules arterials
(35,300,301). De fet, estudis recents mostren com la manipulacié de la resposta
transcripcional de KLF4 a I’estrés mecanic condueix a la pérdua de I'arrest proliferatiu i
la patogénesi de les AVMs (302). Notch és un altre factor activat pels estimuls del flux
sanguini i a la vegada contribueix a la supressio de la proliferacié endotelial. Per tant, és
possible que, tot i la sobreactivacido de PI3K, la AEC és trobi atrapada en un arrest
proliferatiu induit per els estimuls mecanics causats pel flux, que la mantenen en un estat
quiescent i la protegeixen de qualsevol desregulacié de la senyalitzacio.

Donades aquestes hipotesis, la caracteritzacio de I'expressié de Pik3ca'’%’R a I'artéria
descrita en aquesta tesi és un excel-lent punt de partida per explorar i comprendre els
mecanismes pels que les AECs presenten respostes tant diferents a la resta de I'endoteli.
A partir d’aquest model caldria establir la metodologia per aillar el nombre suficient de
AECs i analitzar els diferents aspectes discutits en aquesta seccio. Els avangos en
I'optimitzacié dels protocols de disgregacidé cel-lular i les tecnologies per a la
sequenciacio de cél-lules individuals a partir de la retina (303) ens permetrien, en un
futur proper, analitzar I'expressio génica, la fosforilacio dels efectors de les vies de
senyalitzacio o I'accessibilitat de la cromatina, i aixi, comprendre millor la biologia de la
cél-lula arterial.

1.3. L’activacié de PI3K determina el desti endotelial i la patogénesi vascular

Com hem vist, la sobreactivacié de PIK3CA juga papers molt diferents en funcio de la
subpoblaciéo endotelial on tingui lloc. La seva patogenicitat es veu clarament
condicionada per el context i la identitat cel-lular, pel que després de comprovar la seva
innocuitat en cél-lules arterials diferenciades, vam voler testar I'expressié de Pik3ca''%’k
en un estat previ. L'Us de la linia Esm1-CreER™ ens va permetre focalitzar I'expressio de
Pik3ca"'%*’R a les ECs tip, una subpoblacié endotelial especialitzada en liderar i guiar el
front angiogenic durant la formacio dels nous vasos, perd predeterminada a adoptar
identitats arterials. Estudis de tracat cellular han demostrat que, durant el
desenvolupament de la vasculatura postnatal de la retina, la EC fip competeix
transitoriament als brots angiogénics, a partir dels quals migra a través dels capil-lars per
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ocupar finalment les artéries (73). A més, han relacionat la aquest tipus cel-lular amb
I'expressio de diversos marcadors arterials, com per exemple Cxcr4 o Sox17 (72,304).

Tot i el seu estat transitori cap a una identitat arterial, la poblacio tip va demostrar ser
altament sensible a la sobreactivacié de PI3K, donant lloc a la formacié de grans lesions
hiperplastiques, amb un notori augment de la proliferacié endotelial i I'activacio de S6.
En aquest model, la combinacié de la mutacié induible amb el sistema reporter mTmG
va facilitar el seguiment i I'analisi de les dinamiques de les cél-lules mutants. Lluny del
que esperavem, després de I'expressid de Pik3ca'%’R la céllula tip canvia
completament el seu patré migratori i inicia la seva expansié patogénica exclusivament
a venes i capil-lars. La desregulacio del patré de diferenciacié arterial de les ECs tip
mutants ens suggereix una important implicacio de PI3Ka durant I'especificacioé
endotelial.

Podriem atribuir aquesta alteracié a un efecte inhibitori de la migracié cel-lular, pero
I'observacio de petites lesions properes a les artéries ens indica que, tot i ser capaces
de migrar, les cél-lules mutants son rebutjades per I'artéria. D’altra banda, donada la
impossibilitat de les cél-lules mutants per contribuir a la formacié de I'artéria, vam voler
determinar els efectes d’aquest biaix a llarg termini. Aquests estudis van demostrar que,
toti els canvis durant la diferenciacio de les ECs fip, les artéries eren capaces de formar-
se correctament, suggerint mecanismes compensatoris per part de les ECs tip no
mutants o altres origens de cél-lules arterials.

A diferéncia de les cél-lules arterials diferenciades, les ECs tip mantenen certs capacitat
proliferativa (72). Aquesta caracteristica podria determinar la resposta patogenica de la
cél-lual en vers a I'expressio de Pik3ca"'**’F |la qual induix PI3K indueix 'augment de la
proliferacio cel-lular a la vegada que desencadena la reprogramacié del procés de
diferenciacioé endotelial preestablert a la EC tip. Com ja hem mencionat, la relacio entre
la identitat endotelial i I'estat proliferatiu de la cél-lula ha estat exposada en diversos
treballs, els quals apunten a una clara inhibicié de la proliferacié durant I'especificacio
arterial (112,113). Tant mateix, les conseqiiéncies de la sobreactivacié del cicle cel-lular
durant la diferenciacio endotelial i la implicaci6 d’aquest procés durant el
desenvolupament de les lesions vasculars han estat escassament descrits.

D’acord amb els nostres resultats, I'expressio de Pik3ca™%Ri el conseqlient augment
de la proliferacio de la cél-lula mutant durant el desenvolupament embrionari, afavoriria
'expansié i diferenciacié de la mateixa a I'endoteli capil-lar o vends i evitaria la seva
especialitzacio arterial. La capacitat de la senyalitzacié de PI3K per re-programar el desti
cel-lular ha estat reportada en altres llinatges més enlla de I’endoteli (305-307). En el cas
de les sindromes PROS, la mutacié a PIK3CA sorgeix de manera estocastica a
progenitors embrionaris, pero I'afectacio dels diferents teixits involucrats en la sindrome
també reflecteix un important biaix. Unicament teixits derivats del mesoderma i el
neuroectoderma es presenten macroscopicament afectats, mentre les estructures
endodérmiques no presenten fenotips aparents (296). De manera similar al procés
observat a I'endoteli, I'activitat oncogenica de PI3K en altres teixits podria condicionar la
seleccid positiva o negativa de certs llinatges cel-lulars. En aquest context, els models
genetics Pik3ca"'%R i els sistemes per al tragat cel-lular utilitzats en aquesta tesi podrien
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ser de gran utilitat per testar la dinamica d’altres progenitors embrionaris Pik3ca"%4"R-
mutants durant el desenvolupament muri.

Durant gran part d’aquest estudi, el seguiment de les cél-lules mutants i I’'analisi del seu
comportament s’ha basat en la visualitzacio del gen reporter mTmG (dependent de Cre).
No obstant, 'abséncia de correlacié genetica entre la recombinacié de la mutacio a
Pik3ca i la proteina reportera GFP (localitzades en dos constructes genétics
independents) podria donar lloc a errors (falsos positius o falsos negatius). Altrament, la
detecci6 de lesions vasculars en cél-lules no reportades suggereix que Pik3ca recombina
amb major eficacia que mTmG, un fet que ha permes assumir I’expressio de la mutacio
en, almenys, una gran proporcié de ECs GFP".

Amb I'objectiu de validar els resultats anteriors i dur a terme un estudi més precis de la
dinamica de la EC mutant, el nostre grup, juntament amb el laboratori de doctor Rui
Benedito, va desenvolupar un nou animal per al modelatge de Pik3ca"'%’%. L’estrategia
genética de 'anomenat iFlu-Mosaic-Pik3ca'’*’R ens va permetre seguir i estudiar el
comportament de les EC tip Pik3ca"" i Pik3ca"'%’®f de manera fidedigne. A arrel d’aquest
resultats, vam confirmar el clar biaix de la cél-lula tip Pik3ca"'%’® durant la diferenciacio
arterial, evidenciant que tan sols les cél-lules wt sén capaces d’adquirir posicions
arterials, mentre les mutants, desenvolupen hiperplasies vasculars a venes i capil-lars. A
diferéncia del model anterior, I'eficiencia de recombinacié d’aquest nou constructe
resulta ser notablement baixa, pel que requereix majors dosis de 4-OHT per induir la
recombinacié a unes poques tip ECs. A priori, aquesta podria suposar una limitacié
important del sistema, perd en canvi, la recombinacio d’'un nombre limitat de cél-lules ha
fet possible modelar un major mosaicisme i detectar I'’evolucio de la proliferacio i la
migracio de clons provinents, molt probablement, d’una sola cél-lula recombinant.
Gracies a aquesta caracteristica també podem caracteritzar millor els efectes intrinsecs
a I'expressioé de la mutacio i minimitzar els possibles efectes de I'expressio col-lectiva de
la mateixa.

En aquest nou constructe, I'expressid de Pik3ca es troba al locus de Rosa26, un gen
constitutiu. Per aquest motiu, la transcripcié de p110a perd la regulaciéo endogena, el
que podria repercutir directament en els nivells d’expressié i I'activitat de la via. A més a
més, la preséncia d’aquest al-lel en un locus diferent implica el manteniment de Pik3ca
endogen, i per tant, la introduccié d’'una copia extra del gen. Aquestes diferéncies es
veuen reflectides al fenotip vascular, on les lesions desenvolupades presenten una
morfologia notdriament diferent (esfériques, menys extenses) a les presentades al model
anterior.

En definitiva, els dos models usats al llarg de la tesi (Pik3ca"'*?*-mTmG i iFlu-Mosaic-
Pik3ca"'%’R) per a I'expressio i el seguiment dels mutants Pi3kca presenten nombroses
avantatges perd també certes limitacions que cal tenir en compte. Tantmateix, I'estudi
mitjancat ambdues estratégies genétiques ens ha permes validar un fenotip clar i robust,
demostrant com I’expressio de la mutacio H1047R determina la identitat endotelial i limita
la seva expansio als llits venosos i capil-lars de la xarxa vascular.
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1.4. Pik3ca""**’R indueix la sobreexpressié de COUP-TFII

La interaccié entre les molécules de senyalitzacio i els factors de transcripcio son
essencials per a I'especialitzacié de les ECs en els diferents llinatges vasculars. D’acord
amb el biaix observat durant el procés de diferenciacio en els models in vivo, I'activacio
de PI3K mitjancant I'expressié oncogénica de Pik3ca in vitro ha demostrat regular a I'alca
la transcripcio i I'expressi6 de COUP-TFIl. Aquest és un factor de transcripcid
ampliament expressat durant la organogénesi i la diferenciacio de diversos teixits, amb
un paper especialment important durant la diferenciacié venosa i limfatica. L’expressio
de COUP-TFII es redueix drasticament en teixits adults. No obstant, I'augment patologic
dels nivells de COUP-TFII ha estat identificat en nombroses patologies, incloent el cancer
de prostata, insuficiéncies cardiaques o la distrofia muscular (283). En el nostre cas,
I’expressio endotelial de H1047R provoca un increment, primer del transcrit de Nr2f2, i
més tard, dels nivells proteics de COUP-TFII. De la mateixa manera, el tractament de les
cél-lules mutants amb l'inhibidor de p110a BYL719 reverteix el fenotip i retorna els nivells
basals de Nr2f2.

En concordanca amb el nostre fenotip, diversos estudis també apunten a COUP-TFII
com a un factor directament implicat en progressié del cicle cel-lular. Més concretament,
ha estat associat a I'’estimulacio de I'angiogénesi mitjangant la senyalitzacié de VEGFR-
2/VEGF i a 'augment de I’expressié de E2F1, el qual regula la transicio entre les fases
de la proliferacio cel-lular (308). COUP-TFIl també ha estat identificat com a repressor
de la senyalitzacio de Notch, i per tant, repressor de I'arrest proliferatiu que aquesta
comporta. Tot i les multiples implicacions de COUP-TFII en la fisiologia i la identitat
endotelial, els mecanismes subjacents a aquestes funcions encara sén poc coneguts. En
base a aquestes troballes, al llarg d’aquesta tesi proposem a COUP-TFIl com un dels
principals mecanismes moleculars durant la reprogramacié de la identitat endotelial de
les cel-lules Pik3ca''47~WT,

Amb I'objectiu de definir el perfil molecular desencadenat per Pik3ca"'**’R i COUP-TFII,
la comparacié dels estudis transcripcionals de cél-lules Pik3ca"'**’f, COUP-TFII-KD i
cél-lules venoses o arterials ens ha permés dibuixar una signatura molecular associada
al fenotip descrit. Entre altres, trobem un augment d’Ephb4 i una disminucio de Cxcr4 a
les cél-lules Pik3ca-mutants, dues proteines associades a la identitat venosa i arterial,
respectivament. La delecio d’Ephb4 ha estat identificada com a causant de
malformacions arteriovenoses en desordres HHT i estudis recents I’han relacionat amb
la inhibicio de la via RAS-MAPK (309). Aixi doncs, els nivells d’Ephb4 en AVMs s’oposen
als identificats en els nostres experiments, on 'augment de 'activitat de p110a dona lloc
a una sobreexpressio significativa d’Ephb4. De nou, la contraposicio de la via MAPK i
PI3K demostra signatures contraries, consistents amb les diferencies en els
desenvolupament patogénic vascular de malformacions d’alt i baix flux. D’altra banda,
Cxcr4, una proteina estretament associada a la morfogénesi arterial, ha demostrat ser
extremadament sensible a les fluctuacions de la senyalitzacioé de PI3K. La sobreactivacio
de la via provoca la disminucié drastica de I'expressio de Cxcr4, en concordanga amb
I'exclusio del desti arterial. Mutacions deletéries al gen Cxcr4 desencadenen errors en
la capacitat migratoria de la EC fip i la correcta alineacio a I'artéria (100,310). D’altra

165



DISCUSIO

banda, alguns estudis postulen Cxcr4 com a modulador essencial de la integritat arterial
(8311) i del recobriment mural per vSMCs a les artéries (312). Donada la important funcio
d’aquesta proteina per al desenvolupament arterial, no és estrany que la disminucié de
Cxcr4 (mediada per COUP-TFII) contribueixi a evitar I’especialitzacio arterial de la
cél-lula Pik3ca-mutant.

La relacio entre la sobreactivacio de PI3K i COUP-TFII no esta ben definida. Les uniques
evidéncies existents relacionen la senyalitzacio de TIE2 amb ['estabilitzacié i el
manteniment prolongat de la proteina COUP-TFII mitjangant AKT (116). Tan mateix, els
nostres resultats apunten a un augment de la transcripcid de Nr2f2 precedent a
'augment proteic, pel que és possible que els efectors de PI3Ka també actuin sobre la
regulacio de I'expressio de COUP-TFII. La regulacié del promotor de COUP-TFII, aixi
com el control dels potenciadors o enhancers lligats a la seva transcripcio és complexa
i ha estat poc explorada. En aquestes regions s’han identificat nombrosos motius d’unié
a factors de transcripcio ETS, entre els que destaquen ERG, FLI1, ETS-1, BRG-1 0 ETV1.
Aquests factors han demostrat regular les regions potenciadores de I'expressio de
diversos gens associats a la diferenciacio arteriovenosa, incloent COUP-TFII. Tanmateix,
la gran abundancia de diferents membres ETS a I'endoteli, juntament amb la gran
redundancia que han demostrat alguns d’ells compliquen la identificacio de patrons clars
en la seva funcié (313). Tot i que la comprensio de les dinamiques dels factors ETS és
un repte, seria especialment interesant explorar el rol de PI3K en la regulacié d’aquestes
proteines i la conseqlent regulacidé dels nivells d’expressidé de COUP-TFIl. Donant
consisténcia a aquesta hipotesi, I'activacio de la senyalitzacié PI3K/AKT ja ha estat
associada a la regulacio dels factors ERG (314) o ETS-1 (315).

La inhibici6 farmacologica de COUP-TFIl en el nostre model animal no ha mostrat
efectes significatius en el rescat del fenotip. No obstant, les dosis testades estan basades
en I'administracio per al tractament antitumoral prolongat en ratolins adults (283), pel
que cap la possibilitat que no siguin les idonies per al tractament de la vasculatura de la
retina postnatal. En paral-lel, hem importat el model genétic per a la delecié induible de
COUP-TFIl i 'hnem creuat amb els nostres models Pik3ca"’*’F per tal d’establir la
combinacio al-lélica que ens permeti testar I'impacte de la pérdua genética de Nr2f2
durant el desenvolupament de les malformacions vasculars. A diferéncia del tractament
amb l'inhibidor de COUP-TFII, aquesta segona estratégia ens presenta la oportunitat de
bloquejar I'expressio de la proteina especificament a I’endoteli, pel que evitem possibles
efectes en altres teixits i una accié més focalitzada a les malformacions vasculars. Tot i
que aquests experiments encara es troben en un estadi molt preliminar, a partir dels les
estratégies plantejades aqui esperem poder determinar la importancia de COUP-TFII
durant la segregacio arteriovenosa descrita en aquestes lesions i desxifrar el mecanisme
molecular que vincula la senyalitzacio patogénica de PI3K i la sobreexpressio de Nr2f2.
Finalment, el descobriment recent d’'una molecular capa¢ d’activar PI3Ka de manera
al-lostérica (anomenat 1938) (316), ens proporciona una excel-lent eina quimica per al
modelatge de la mutacio H1047R en sistemes cel-lulars humans. Tot i que aquest nou
compost encara no ha estat caracteritzat especificament en cultius endotelials, el seu
descobriment ens obre les portes per a la validacio del perfil molecular associat a COUP-
TFIl en cultius cellulars humans de diferents origens i llinatges, com ara HUVECs o
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HAECs. Aquest prometedor compost ens permetra confirmar les nostres troballes
prévies en cél-lules murines i determinar els efectes de la sobreactivacio de PI3K en els
dos grans compartiments vasculars, VECs i AECs.

2. Estudi metabolomic de les ECs Pik3ca"%4’F

2.1. L’expressio endotelial de Pik3ca"'*’" desencadena una reprogramacio

metabolica que sustenta 'augment proliferatiu i I'estrés oxidatiu

Durant la ultima década, els avancgos en la investigacié del metabolisme endotelial han
determinat que aquest tipus cel-lular depéen directament del funcionament i I'adaptacio
metabolica per garantir la correcta formacio i el manteniment dels vasos. A més,
'endoteli presenta caracteristiques metaboliques uUniques i diferents a altres tipus
celllulars, que han fet d’aquest tret diferencial una atractiva diana terapéutica a
considerar. La maladaptaci6 o la pertorbacio de certes vies metaboliques son suficients
per induir defectes patogénics en la vasculatura, com per exemple el sobrecreixement
dels vasos en un context oncogeénic, o la malformacio dels mateixos en malalties oculars
(317).

Tradicionalment, les terapies antiangiogéniques han estat centrades en el bloqueig dels
factors de creixement, dels receptors de membrana o de les cascades de senyalitzacio
derivades, com és el cas dels inhibidors de VEGF. Tot i haver demostrat certa eficacia,
aquests compostos desencadenen nombroses toxicitats, i sovint, es veuen contrarestats
per mecanismes compensatoris de la propia cél-lula (317). Es per aquest motiu que la
investigacio ha evolucionat cap al desenvolupament de tractaments antiangiogenics
alternatius, molts d’ells focalitzats en modular el metabolisme endotelial. Aquesta
estratégia proposa terapies per normalitzar el metabolisme endotelial, i aixi, retornar la
céllula a un estat quiescent que no contribueixi a I'activitat angiogénica (318). En el
camp de les malformacions vasculars la reprogramacido metabolica subjacent a
I'activacio i proliferacio patologica de I'endoteli ha estat un aspecte escassament
explorat.

La xarxa de senyalitzacio PI3K/AKT té diversos efectes sobre el metabolisme cel-lular, ja
sigui a partir de la regulacio directa dels transportadors de nutrients i els enzims
metabolics, o el control dels factors de transcripcid que regulen l'expressié dels
components clau de les vies metaboliques. Més concretament, I'activacio oncogénica de
la via PI3K a les cél-lules canceroses reprograma el metabolisme cel-lular amb I'objectiu
d’incrementar la capacitat d’alimentar les elevades demandes anaboliques i el
creixement aberrant del tumor (319). L’activaciéo d’AKT ha demostrat potenciar el flux
glicolitic mitjangant I'actuacié sobre el transportador de glucosa GLUT1, o I'activacio
d’enzims com HK2, PFKFB2. L’efecte d’AKT també ha estat relacionat amb I'augment de
I'activitat de TKT, un enzim involucrat en la via no oxidativa de les pentoses fosfat i la
produccio de nucledtids, aixi com amb I'activacié de NRF2, el qual potencia les vies per
al manteniment del balan¢ oxidatiu. Aquests son només alguns exemples de la implicacio
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de PI3K en la regulacié del metabolisme, els quals han conduit a considerar la inhibicio
farmacologica de diversos enzims metabdlics induits per la senyalitzacié oncogénica de
PI3K/AKT (319).

Es per aquest motiu que un dels principals objectius d’aquesta tesi ha estat definir els
canvis metabolics desencadenats per I'expressio endotelial de Pik3ca'’*’R. L’analisi
metabolomic de ECs Pik3ca"'%’’ ha demostrat que nombrosos metabolits implicats en
vies per a la produccio d’ATP com la glicdlisi o el cicle dels acids tricarboxilics es troben
augmentats a les cél-lules mutants. Es coneix que la glicolisi té un paper critic a I’endoteli,
ja que, a diferéncia de la majoria de teixits, la EC produeix la major part de I'energia
mitjancant glicolisi anaerobica. De fet, diversos estudis han demostrat que la inhibicio
glicolitica indueix quiescéncia i inhibeix la proliferacio endotelial (131). Donada la
importancia d’aquesta via per mantenir la despesa energética i contribuir a I'estat
angiogenic, els canvis identificats en la capacitat glicolitica de les cél-lules Pik3ca"'**’R
suggereixen un possible mecanisme cel-lular per sustentar la proliferacio patogénica. Al
llarg del nostre projecte hem tingut la oportunitat de testar la implicacio de la glicdlisi en
el desenvolupament de les lesions vasculars mitjancant I'is del nostre model in vivo.
Gracies a la col-laboracio del laboratori de la doctora De Bock, hem combinat el nostre
model Tip EC-Pik3ca"’®R-mTmG amb la delecié genética de PFKFB3 (un important
enzim regulador de la glicolisi). Els analisis de la vasculatura postnatal de la retina
denoten una disminucié en la mida dels clons mutants, pel que la inhibicio de la glicolisi
podria estar limitant la capacitat d’expansio d’aquestes cél-lules. Tot i aixi, la hiperplasia
vascular no es veu rescatada en aquest animals, un fet que podria estar justificat per
diferéncies en I'eficiéncia de recombinacié de l'al-lel Pik3cat’**’® (extraordinariament
eficient) i la delecié de PFKFB3. El bloqueig genétic de PFKFB3 ja ha demostrat el seu
potencial antiangiogénic en tractaments antitumorals (320). De manera similar, la
inhibicio farmacologica d’aquest enzim (mitjangant l'inhibidor 3PO) també ha resultat
millorar I'eficieéncia de tractaments per a la inhibicié de VEGFR2 en casos de retinopaties
vasculars (321). Aixi doncs, la inhibicio de la glicolisi durant el desenvolupament de les
lesions induides per Pik3ca'’*’R o inclus en situacions amb alt risc de relapse, podria
esdevenir una opcié prometedora per atenuar el creixement aberrant dels vasos.

El creixement i la divisié endotelial patogénica també requereixen 'augment de la sintesi
de macromolécules biologiques. En el nostre analisi observem un increment de
nombrosos metabdlits implicats en branques circumdants a la glicolisi. La sintesis de
pirimidines o la via de les pentoses fosfat contribueixen de manera directe ala constitucié
de nucledtids i acids nucleics. En la mateixa linia, la glutamina, també incrementada a les
cél-lules mutants, pren especial importancia durant els processos anabodlics, i la seva
deplecio ha demostrat inhibir la proliferacié endotelial (151). Per tant, creiem que aquest
augment en el potencial anabolic de la cél-lula mutant és, en part, una peca clau per al
creixement patologic dels vasos. D’altra banda, una major proliferacié implica fer front a
un major estrés oxidatiu. L’estudi presentat en aquest treball ha determinat un fort
impacte en el metabolisme del glutatio i les vies d’oxidacio-reduccio de les cél-lules
Pik3ca"'%*’R suportat per 'augment transcripcional d’alguns dels enzims de la via. Tal i
com s’ha vist en altres contextos patologics (322), aquestes evidéncies suggereixen que
en front a I'excés oxidatiu, I’endoteli mutant es capag¢ de sobreactivar els mecanismes
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per garantir la homeostasi, i per tant, I'augment de la proliferacié cel-lular. Tot i que la
inhibicio de la sintesi de glutatié no va resultar significativament efectiva en comparar la
viabilitat de ECs Pik3ca"'*”"Ti control, és possible que la capacitat antioxidativa de la
célllula mutant adquireixi especial importancia en condicions d’estrés, on la
supervivéncia cel-lular i la proliferacié es vegin realment compromeses. Per tant, seria
convenient avaluar les conseqiéncies de la inhibicio de la sintesi de glutatio en paral-lel
a la induccio del desequilibri oxidatiu (mitjangant el tractament amb H.0,, per exemple)
(322).

A banda dels aspectes discutits anteriorment, I'ampli analisi metabolomic de les cél-lules
Pik3ca"'%*’R ha revelat altres vies significativament alterades. Aquest és el cas del cicle
de la urea, una via amb especial importancia per al manteniment dels nivells d’arginina i
la produccié sostinguda de NO, el qual es considera un potent modulador de
I'angiogenesi relacionat amb diverses patologies vasculars (157,323).

En conclusio, el metabolisme endotelial, i en concret, el perfil metabolic identificat sota
’expressio de la mutacié activadora de Pik3ca, mostra un ampli espectre de canvis
metabolics que, en conjunt, alimenten el sobrecreixement endotelial. A partir d’aquests
resultats caldra explorar el potencial terapéutic d’aquestes vies i investigar en profunditat
els mecanismes moleculars que connecten I'activacio constitutiva de PI3K amb cada una
d’elles.

3. Observacions finals

L’expressié mosaica de Pik3ca"’%’? a I'endoteli ens ha permés modelar I'origen de les
malformacions vasculars a la retina postnatal de ratoli. A partir d’aquest model i la
combinacié de diverses estratégies genetiques, al llarg d’aquest treball hem pogut
demostrar que els estimuls mitogénics presents en un context angiogénicament actiu
actuen com a catalitzador del sobrecreixment dels vasos Pik3ca-mutants. A més a més
del context extracel-lular, la subpoblacié endotelial (capil-lar, vena o artéria) on tingui lloc
la mutacié també ha resultat ser determinant per a la manifestacio clinica de les lesions.
Mentre les cél-lules endotelials arterials han demostrat ser refractaries a I'expressio de
Pik3ca"'®*’R  |a induccio de la mateixa mutacié en cél-lules tip (cél-lules endotelials pre-
determinades a esdevenir part de les artéries) dona lloc a grans hiperplasies vasculars.
A més a més, la distribucio i expansié patoldgica de les cél-lules tip canvia per complet
el seu patréo de diferenciacio, ja que 'augment de l'activitat PI3K i la consequent
hiperproliferacid afavoreixen identitats venoses i capil-lars que eviten I'especificacio
arterial de la cél-lula. COUP-TFII, un important factor de transcripcié implicat en la
diferenciacié venosa i involucrat en la progressio del cicle cel-lular, ha esdevingut un
interesant enllag entre I'expressio oncogénica de Pik3ca i el fenotip observat. Pik3cat’%’?
ha demostrat augmentar els nivells transcripcionals i proteics de COUP-TFII, causant
I'expressio diferencial d’alguns dels seus objectius transcripcionals (Ephb4 i Cxcr4).
Finalment, I'estudi metabolomic d’aquestes mateixes cél-lules ha revelat un perfil
altament anabdlic i glicolitic, un fet que podria estar directament relacionat amb la
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sustentacié dels elevats nivells de proliferacio de la cél-lula Pik3ca"*’R. Concretament,
en aquest projecte hem posat a prova la inhibicié glicolitica durant la formacio de les
lesions, demostrant el seu impacte en la reduccio de I'expansio clonal de les cél-lules
mutants.

En definitiva, en la present tesi hem pogut caracteritzat I'origen i el creixement de les
malformacions vasculars causades per mutacions activadores al gen Pik3ca, evidenciant
els canvis en la dinamica de les céllules mutants i les alteracions moleculars i
metaboliques resultants de la sobreactivacio de la via de senyalitzacio PI3K. Els resultats
sorgits d’aquest treball proporcionen evidéncies per comprendre amb major profunditat
els processos biologics responsables de I'aparicié de les lesions vasculars, tant mateix,
també obren nombroses quiestions que caldra seguir investigant. Afortunadament,
I'emergéncia de noves i sofisticades tecnologies per a la seqlienciacié de les cél-lules a
nivell individual podrien donar resposta als mecanismes moleculars subjacents als canvis
observats. De la mateixa manera, I'Us del model proposat per a I'estudi fosfoprotedmic
o I'estudi de la cromatina dels mutants Pik3ca"’**’R podrien ser clau per entendre les
diferéncies descrites entre la resposta de cél-lules arterials i cél-lules venoses a la
sobreactivacié de PI3K. Per ultim, la utilitzacio de bidpsies provinents de lesions PIK3CA-
mutants humanes sera essencial per validar els resultats obtinguts i aixi, poder
considerar la aplicabilitat del coneixement generat per al disseny de terapies moleculars
dirigides.
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CONCLUSIONS

Objectiu 1

El desenvolupament de les malformacions vasculars causades per mutacions
activadores a Pik3ca depén de I'estimulacié mitogénica present al teixit.

La induccio de I'expressio endotelial de Pik3ca"'**’* amb dosis baixes de 4-OHT
permet el modelatge del mosaicisme geneétic responsable de I'aparicié de les
malformacions vasculars.

El model proposat recapitula les caracteristiques més remarcables de les
malformacions vasculars: hiperplasia vascular, hiperproliferacié endotelial,
augment de la senyalitzacié de la via PI3K i disminucio del recobriment mural
dels vasos.

Objectiu 2

Les ECs Pik3ca"*’® desenvolupen defectes vasculars exclusivament a venes i
capil-lars, perd no afecten a les artéries.

Les cél-lules arterials son refractaries a I'expressio de Pik3ca'"%47R,

L’expressié de Pik3ca"'%® en cel-lules tip (pre-arterials) reprograma el desti de
la cel-lula afavorint la seva expansio en venes i capil-lars i evitant I'especificacio
arterial.

El model per al tracat de cél-lules tip Pik3ca"” i Pik3ca"'**’R iFlu-Mosaic-
Pik3ca""%’r demostra que tansols aquelles cél-lules Pik3ca"” son capaces de
contribuir a la formacio de les artéries, mentre les cél-lules mutants desenvolupen
lesions a venes i capil-lars.

Objectiu 3

L’expressié endotelial de Pik3ca"’*’% i la corresponent sobreactivacio de PI3K
desencadena un augment del factor de transcripci6 COUP-TFII, tant a nivell
transcripcional com a nivell proteic.

L’augment de I'activitat PI3K i I'increment de COUP-TFII indueixen un perfil
transcripcional que inclou la desregulacié de gens directament implicats en la
diferenciaci6 arteriovenosa: Ephb4 i Cxcr4

La inhibicié farmacologica de PI3Ka en cél-lules Pik3ca"%’F reestableix els nivells
de Nr2f2 (COUP-TFII), Ephb4 i Cxcr4.
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Objectiu 4

L’analisi metabolomic de ECs Pik3ca"’%’® evidencia un augment del metabolisme
anabdlic, les vies per a la sintesi d’ATP i el metabolisme redox.

La sobreactivacié endotelial de PI3K indueix 'augment de I'expressio de diversos
enzims implicats en la sintesi i la metabolitzacio del glutatid, aixi com els nivells
de nombrosos metabdlits implicats en aquesta mateixa via.

La sobreactivacié endotelial de PI3K indueix 'augment de nombrosos metabolits
implicats en la glicolisi.

La inhibicié genética de la via de la glicolisi en combinacié amb el model in vivo

de malformacions vasculars Pik3ca"'*’® mostra un rescat fenotipic limitant la
capacitat d’expansio de les cél-lules mutants.
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