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Abreviacions

AdLacZ
AdPEDF
AdVASH1
AMD
ANG
ATGL
Bcl2

BH,
BUN
CAM
CBDL/BDL
CCly
CD31
CO
CTGF
ECs
ECM
EGF
eNOS
EPC-1
ER
FGF-2
aFGF/ bFGF

HCC

Adenovirus que sobreexpressa LacZ
Adenovirus que sobreexpressa PEDF
Adenovirus que sobreexpressa VASH1
Degeneracio macular depenent de I'edat
Angiopoietines

Lipasa adiposa de triglicérids

Proteina cél-lula B de limfoma 2
tetrahidrobiopterina

Nitrogen Urea en sang

Membrana coroalantoica de pollastre
Lligadura del colédoc
Tetraclorur de carboni

Molécula d’adhesié endotelial plaquetaria-1
Monoxid de carboni

Factor de creixement de teixit connectiu
Cél'lules endotelials

Matriu extracel-lular

Factor de creixement epidérmic

Sintasa de I'0xid nitric endotelial

De I'anglés Early Population Doubling cDNA-1
Reticle endoplasmatic

Factor de creixement de fibroblasts 2
Factor de creixement de fibroblasts acid/basic

Carcinoma hepatocel-lular
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HGF Factor de creixement hepatocitari

HIF1 Factor induible per hipoxia 1

HR index cardiac

HSC Cel'lules hepatiques estrellades

HUVEC Cél-lules endotelials de vena umbilical humana
H20> Peroxid d’hidrogen

H2S Sulfur d’hidrogen

ICAM-1 Molecula d’adhesid intracel-lular-1

IGF Factor de creixement insulinic

IHR Resisténcia intrahepatica

kB Proteina I-kappa-B

IL Interleuquina

iINOS Sintasa de I'0xid nitric induible

iPLA2C Fosfolipasa 2 independent de calci {

iIRNA RNA d'interferéncia

LR Receptor de laminina

LRP6 Proteina relacionada amb el receptor de lipoproteina de baixa densitat 6
MAP Pressio arterial mitjana

MAPK Proteina quinasa activada per mitdgens

MNC Céllules mononuclears derivades de medul-la 0ssia
MMPs Metal-loproteinases de la matriu extracel-lular
NFkB Factor nuclear kappa-B

NLS Senyal de localitzacié nuclear

NO Oxid nitric

NRPs Neuropilines
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Oz
PDGF
PDR
PEDF
PGl2
PHD
PIGF
PI3K
PKC
PLA:
PNPLA,
PPVL
PP

Rb
RCL
ROS
RPE
SEC
SERPINF1
SIRT1
SMABF
SMCs
SOD2
SVBP

SVEGFR

Oxigen

Factor de creixement derivat de plaquetes
Retinopatia diabética proliferativa

Factor derivat de I'epiteli pigmentari
Prostaciclina

Prolil hidroxilasa

Factor de creixement placentari
Fosfoinostidina-3-quinasa

Proteina quinasa C

Fosfolipasa A,

Familia de les fosfolipases tipus patatin
Lligadura parcial de la vena porta

Pressio portal

Gen de supressié tumoral de retinoblastoma
De I'anglés Reactive Center Loop
Espécies reactives d’oxigen

Cel-lules d’epiteli pigmentari de retina
Cél-lules endotelials sinusoidals

Inhibidor de serina proteasa membre F
Sirtuina 1

Flux sanguini de I'arteria mesentérica superior
Céllules musculars llises

Superoxid dismutasa 2

Proteina petita d’unié a Vasohibin

Receptor soluble del factor de creixement endotelial vascular
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TNFouB Factor de necrosi tumoral alfa/beta

TGFo/B Factor de creixement transformant alfa/beta

TSPs Trombospondines

VASH1 Vasohibin 1

VASH2 Vasohibin 2

VCAM-1 Proteina d’adhesio6 cel-lular vascular-1

VEGF Factor de creixement endotelial vascular

VEGFR Receptor del factor de creixement endotelial vascular
o-SMA alfa-actina de muscul llis
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RESUM

1. Resum

Antecedents: La sindrome de la hipertensié portal és la més greu complicacio de les malalties
croniques del fetge. Estudis anteriors del nostre grup i altres grups de recerca en models
experimentals d’hipertensio portal i cirrosi han demostrat 'existéncia d'un procés actiu
d’angiogénesi en I'establiment d’aquesta malaltia. Aquests processos angiogénics estan regulats
per factors proangiogénics, com VEGF, entre d'altres, i factors antiangiogenics.

Hipotesi: L'Us de factors antiangiogénics endogens pot ser una estrategia d'inhibicio de
I'angiogénesi patologica en malalties com la hipertensio portal i la cirrosi més segura i efectiva
que els tractaments antiangiogenics tradicionals.

Objectiu: Determinar la implicacio dels factors antiangiogenics endogens VASH1 i PEDF com a
reguladors de l'angiogénesi patoldgica en la hipertensid portal i cirrosi hepatica, i avaluar
experimentalment noves estratégies terapéutiques pel tractament d’aquesta malaltia basades en
aquests factors.

Metodologia: Analisi de I'expressié de PEDF i VASH1 en fetge i mesenteri en diferents models
experimentals (CBDL, PPVL ilo CCls) i en mostres de fetges cirrotics humans, determinant la
seva implicacid durant el procés de la malaltia i comparant amb l'expressié de factors
proangiogenics com VEGF. A continuacié, estudi dels efectes de la sobreexpressié de VASH1 i
PEDF en les alteracions vasculars i hemodinamiques de rates amb hipertensié portal i cirrosi
biliar secundaria, fent servir pautes de tractament profilactiques (prevencid) i terapeutiques
(intervencio).

Resultats obtinguts: Caracteritzacio del patro d’expressio de VASH1 i PEDF en relaci6 al factor
VEGF, observant un augment d’aquests factors tan en fetge com en mesenteri de diferents
models animals i en fetges cirrotics humans. Demostrant, en el cas de VASH1, una regulacio6 per
retroalimentacio negativa de VASH1/VEGF, i en el cas de PEDF, suggerint un mecanisme
compensatori dirigit a reduir els efectes patologics de VEGF. Per altra banda, la sobreexpressio
de factors antiangiogénics endogens com PEDF i VASH1 es tradueix en efectes beneficiosos,
tant esplancnics com intrahepatics, en animals amb hipertensi6 portal i cirrosi com sén baixada
de la pressié portal, disminucié en la formacié de vasos col-laterals portosistémics, reduccio de la
fibrogenesi en fetge i disminucié de I'angiogénesi en fetge i mesenteri.

Conclusions: Els estudis realitzats en la present tesi doctoral evidencien que els factors
antiangiogénics VASH1 i PEDF poden ser noves estratégies terapeutiques contra la hipertensio

portal i cirrosi hepatica gracies a les seves propietats antiangiogeniques i antifibrotiques.
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INTRODUCCIO

2. Introduccio

2.1 Hipertensi6 portal i cirrosi hepatica

La sindrome de la hipertensié portal és una de les principals conseqiiéncies de la
cirrosi hepatica i és la responsable de la majoria de les seves complicacions sent la primera
causa d’hospitalitzacio, mort, i transplantament en pacients amb cirrosi. Aquesta es caracteritza
per un increment patologic del gradient de pressié portal, és a dir, la diferéncia de pressié entre
la vena porta i la vena cava inferior (Figura 1), i per la formacié de vasos col-laterals
portosistémics els quals deriven part del flux sanguini portal directament a la circulacié sistemica
sense passar pel fetge (1). Els valors normals del gradient de pressi6 portal van d'1 a 5 mm Hg i
augmenten fins a 10 mm Hg o més en pacients cirrotics, sent els valors d’entre 51 9 mm Hg
considerats com a hipertensié portal preclinica. Pacients amb valors superiors a 12 mm Hg
presenten complicacions com sagnat de varius i ascites (2).

Com en altres vasos, la pressid de la vena porta es determina pel producte del flux
sanguini i la resisténcia que s'oposa al flux a la seva sortida, com es defineix per la llei d’'Ohm:

AP (pressié) = Q ( flux sanguini) X R (resisténcia)
On 4P és el gradient de pressi6 portal, Q és el flux sanguini que entra al sistema vends portal
(que en la hipertensidé portal també inclou les col-laterals portosistemiques), i la R és la
resisténcia de tot el sistema venés portal. Per tant, per tal que augmenti la pressié portal ha
d’haver un increment del flux portal, un increment de la resisténcia vascular, 0 una combinaci6
d’ambdés (3).

Vena cava
inferior

Vena hepatica

Vena central

Ramificacio de I'artéria
Ramificaci6 del ducte biliar

Ramificacio de la vena porta

Ductes biliars hepatics

Artéria
hepatica

Estructura de
triade portal

Figura 1: Anatomia interna del fetge. Esquema de la vasculatura normal del fetge (Adaptat de
MediVisuals, Inc 2007).
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La hipertensié portal pot sorgir de qualsevol condicid que interfereixi amb el flux sanguini
a qualsevol nivell en el sistema portal. Segons la localitzacié anatomica on es trobi 'obstacle que
causa la hipertensié de la vena porta aquesta es pot classificar en prehepatica (on es veuen
involucrats la melsa, el mesenteri i/o la vena porta), intrahepatica (per malalties del fetge), i
posthepatica (malalties que bloquegen la sortida del flux hepatic vends) (2). La causa més comu
de la hipertensi6 portal és la cirrosi hepatica; no obstant, existeixen altres origens com serien
I'esquistosomiasi, i altres causes que es donarien en menys d'un 10% dels casos com ara la
trombosi de la vena porta (1, 2).

En la hipertensio portal derivada de cirrosi hepatica, inicialment es dona un augment de
la pressio portal com a consequéncia d’'un increment de la resisténcia intrahepatica, pero un cop
els vasos col-laterals estan formats en un intent de descompressio, I'alta pressi6 portal es manté
per un increment de I'afluéncia de sang esplancnica cap a la vena porta com efecte en part d’'un
procés vasodilatador, que junt a processos de neovascularitzacio esplancnica, empitjoren i
perpetuen la malaltia (4).

La sindrome de la hipertensié portal t€ una gran rellevancia clinica a causa de la
frequencia i severitat que presenten les complicacions que se’'n deriven. Aquestes inclouen
varius gastroesofagiques i sagnat, ascites, peritonitis bacteriana espontania, sindrome
hepatorenal, gastropatia portal hipertensiva, sindrome hipercinétic, sindrome hepatopulmonar i
hipertensié portopulmonar, cardiomiopatia, esplenomegalia, trombocitopenia, leucopénia i
anémia, encefalopatia hepatica, un augment de la susceptibilitat d'infeccions sistémiques i
alteracions en el metabolisme dels xenobidtics (1, 5).

La cirrosi hepatica es defineix com un estadi avancat de la fibrosi hepatica, caracteritzat
per la formacié de noduls regeneratius en el parénquima del fetge, els quals estan separats i
encapsulats per septes fibrosos vascularitzats, que generalment uneixen tractes portals uns amb
els altres (6, 7). Es tracta doncs del resultat d'un procés de reparacio prolongat en resposta a un
dany continuat a les cél-lules del parénquima (hepatocits), els quals son substituits per teixit
fibrés (predominantment col-lagen de tipus | i Ill) i que es pot donar per diversos origens. Es
tracta d’una malaltia heterogénia, amb diferents manifestacions cliniques el prondstic de la qual
depén de l'etiologia i la gravetat de la distorsié de l'arquitectura hepatica (8). Per altra banda, es
pot considerar una malaltia vascular del fetge, com a resultat d’'una patologia cronica d’aquest
organ, que es caracteritza per un conjunt d'anomalies en la circulacio intrahepatica.

Des d’'una vessant funcional, s'observa en el fetge un augment del to vascular i una
incorrecte vasorelaxacidé mitjangada per flux, donant un increment de la resisténcia mecanica al

flux sanguini portal; mentre que anatdmicament hi ha un remodelatge sinusoidal (Figura 2) i
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capil-laritzacié (procés on es perd la fenestracié de I'endoteli per una acumulacio de fibra fent
que aquest es torni més rigid), processos d’angiogenesi, trombosi venosa i distorsid vascular;
que en conjunt contribueix a l'augment de la resisténcia vascular hepatica. A més a més del
fetge, també s’observen canvis vasculars en drgans esplancnics, cor, pulmons, ronyo, cervell i
pell (1).

La distorsio de la circulacié que es dona a nivell hepatic impossibilita el correcte
intercanvi metabdlic entre hepatdcits i el flux sanguini sinusoidal disminuint d’aquesta manera el

transport 'Oz als hepatdcits, donant aixi dany al fetge i fallada de la funci6 hepatica (7).

Fetge normal » Dany hepatic

Hepatacits

Hepatocits

Cél-lules

| ostrellades Cél-lules Activacio de T 7 e
- - quiescents endotelials cél-lules Diposit  Perdua dela
Cél-lules de fenestracio
Kupfier estrellades Activacio
P Sinusoide hepatic fibra Kupffer
I = ' —>
Fetge normal Fetge fibrotic Fetge cirrotic

Figura 2: Progressié de fetge normal a cirrétic. El parénquima del fetge normal s'organitza en un
component epitelial (hepatdcits), una linia de cél-lules d’endotelials que es caracteritzen pel fet de
presentar fenestracions o porus (sinusoidals), macrofags tissulars (cél-lules Kupffer), i pericits especifics
del fetge coneguts com cel-lules hepatiques estrellades. Les cél-lules hepatiques estrellades o cél-lules
d'lto presenten extensions citoplasmatiques que envolten els sinusoides, fet que els permet, mitjangant
contraccid, regular el flux sinusoidal. Per altra banda, el sinusoide es pot definir com la unitat
microvascular del fetge, el qual conté I'espai de Disse subendotelial que separa els hepatdcits de
I'endoteli sinusoidal. Aquest espai, conté una matriu tipus membrana basal que és essencial per mantenir
les diferents funcions de les cél-lules que resideixen el fetge i per assegurar un dptim intercanvi metabolic

entre el flux sanguini i els hepatdcits. El sinusoide hepatic s'origina de les estructures vasculars
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(ramificacions de la vena porta i de I'artéria hepatica) incloses en els tractes portals. Els tractes portals
son les estructures clau en la formacié del teixit hepatic i inclouen també conductes biliars, conductes
limfatics i cél-lules de I'estroma (fibroblasts i miofibroblasts portals). Un cop el fetge es torna fibrotic, hi ha
una serie de canvis quantitatius i qualitatius en la composicié de la matriu extracel-lular hepatica (ECM).
Hi ha un canvi en I'espai subendotelial on normalment hi ha una matriu tipus membrana basal de baixa
densitat, que passa a tenir una acumulacio de fibres de col-lagen. Aquests canvis qualitatius i quantitatius
en la composicié de la ECM, a més a més de les seves implicacions mecaniques i fisiques, contribuira a
la formacié d’'un ambient bioquimic nou, funcionant com un modulador del creixement, migracio i
expressid genica cel-lular, aixi com sent un reservori de mediadors proinflamatoris i profibrotics que
permetran que en estadis més avancats acabi donant un fetge cirrotic (7). Adaptat de Friedman SL, J Biol
Chem 2000, Jan 28; 275 (4):2247-2250).

Les cel-lules majoritaries productores de fibra sén els miofibroblasts els quals deriven de
cel-lules hepatiques estrellades quiescents o de fibroblasts perivasculars activats. No obstant, hi
ha altres tipus cel-lulars productors de fibra com miofibroblasts del tracte portal, cél-lules del
muscul llis de les parets dels vasos i miofibroblasts de les venes centrolobulars, a més a més
també hi ha indicis que cél-lules estromals derivades de la medul-la dssia (bone marrow) poden
ser reclutades en el lloc del dany hepatic i contribuir també a la poblacié de cél-lules
fibrogéniques (7, 9). L'activacié dels miofibroblasts es déna principalment per via de citoquines
profibrotiques com el factor de creixement transformant TGF (de I'anglés transforming growth
factor) i factors de creixement com el PDGF (de I'anglés platelet-derived growth factor), que sén
alliberats per macrofags activats (cellules Kupffer), altres céllules inflamatories i epiteli de
ductes biliars (6).

Les principals causes de la cirrosi inclouen hepatitis per virus B, hepatitis per virus C
cronica, hepatitis autoimmune, fetge gras, malalties croniques biliars, diversos desordres
metabdlics heretats i per ingesta d’alcohol o altres agents com el ferro (8).

Les principals consequéncies de la cirrosi son una alteraci6 en la funcié dels hepatocits i
per tant del fetge, un increment de la resisténcia vascular intrahepatica derivant a hipertensio
portal, aixi com consequéncies associades a la circulacié general andmala com son la
vasodilatacié esplancnica, vasoconstriccié i hipoperfusié dels ronyons, retencié d’aigua i sal,
increment de I'index cardiac, una disminucié de la pressié arterial mitja, i en alguns casos a llarg

termini el desenvolupament d’hepatocarcinoma (Figura 3) (6).

30



INTRODUCCIO

2.1.1 Augment de la resisténcia vascular intrahepatica: dos factors principals

Classicament I'augment de la resisténcia vascular hepatica s'atribuia al fet que el fetge
cirrotic presenta una distorsié de I'estructura com efecte del procés fibrotic, de la formacié de
ndduls regeneratius i d'un remodelatge del sinusoide, que fan augmentar la resistencia al flux
portal (2, 4, 5). No obstant, a banda d’aquest fenomen, també es déna un component dinamic
basat en una vasoconstricci¢ intrahepatica causada per un augment del to vascular i la present
disfuncié endotelial en la que [lendoteli perd les seves propietats vasodilatadores,
antitrombotiques i antiproliferatives. Aquesta pérdua de propietats es doéna a causa d’un
desequilibri per I'elevada produccié i resposta a vasoconstrictors endogens, com endotelines,
leucopterines, norepinefrines, angiotensina Il o tromboxa A> entre d’altres, associat a una
reduida alliberacié de vasodilatadors com I'0xid nitric (NO), el qual és el principal vasodilatador
endotelial involucrat en la regulacio del to vascular hepatic (1, 5). Aquest desequilibri promou la
contraccié de diferents cél-lules del fetge cirrotic, com les cél-lules hepatiques estrellades,
miofibroblasts portals, i cél-lules musculars llises que porten a un augment del to vascular hepatic
i de la pressio portal. Les cél-lules hepatiques estrellades (pericits especifics del fetge) es
localitzen en I'espai presinusoidal de Disse, i un cop activades presenten un canvi de fenotip que
resulta en una pérdua de la vitamina A, sobreexpressio d'a-actina de muscul llis (o-SMA),
hiperresposta a vasoconstrictors i una activitat proliferativa i fibrotica augmentada, produint
matriu extracel-lular i col-lagen (2, 5) (Figura 2). Aquest component dinamic participa en
aproximadament un 30% de la resisténcia intrahepatica en cirrosi i és una important diana
terapéutica (2, 10).

Segons estudis recents, la produccié insuficient del vasodilatador NO que es déna en el
fetge cirrdtic no és deguda a la reduccié de I'expressié de la sintasa d'0xid nitric endotelial
(eNOS), sind a una disminucié de la seva activitat (1, 4, 10). Aquesta disminucié de I'activitat es
produeix per defectes en la seva regulacié post-traduccional com serien una reduida fosforilacio
mitjangant Akt. De fet, s’ha vist que la sobreexpressio d’Akt mitjangant vectors adenovirals
restableix la fosforilacié d’eNOS resultant en una normalitzaci6 de la pressi6 portal i un augment
significatiu de la pressio arterial en un model de cirrosi en rates induit per inhalaci6 amb CCls
(11). Aquesta disminuci6 de I'activitat d'eNOS també seria causada per altra banda, per nivells
baixos del cofactor tetrahidrobiopterina (BHa), per un augment de I'expressio de caveolina i per
inactivadors de NO. Per altra banda, el segrest de NO per part d’anions superoxid n’'inhibeixen la
biodisponibilitat formant peroxinitrit, el qual és un potent factor profibrotic. Aquests nivells elevats

de superoxid en fetges cirrotics es donen per un augment de la seva produccio6 i una disminucio
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de la seva eliminacio per part de I'enzim superoxid dismutasa (SOD) produint, a banda de la
reduida biodisponibilitat i activitat 'eNOS, una oxidacio i inactivacio de BHa.(5). Per aquest motiu
I'administracié d’activadors de 'eNOS com serien les estatines té un efecte beneficios per reduir
la hipertensié portal (1, 4, 5).

Existeixen altres dilatadors endotelials que son deficients en cirrosi i que contribueixen a

la disfuncié endotelial com s6n CO i HaS (1).

2.1.2 Circulacié hiperdinamica esplancnica i sistemica

A nivell esplancnic, hi ha una série de canvis funcionals com una vasodilataci6 arteriolar
mesentérica, que juntament a una disminucié de la capacitat de resposta a vasoconstrictors,
contribueixen per una banda a lincrement de la pressio portal per un augment del flux vends
portal, i per altra banda, contribueixen a una hiperdinamia sistemica la qual es caracteritza per
una resisténcia vascular sistémica i una pressié arterial mita menor amb una major despesa
cardiaca (1, 5, 10).

La vasodilatacio arteriolar esplancnica és un fenomen multifactorial que involucra
mecanismes locals (endotelials) aixi com vies neurologiques i humorals (3). El factor més
important és la produccié excessiva del vasodilatador NO deguda a una activacio de I'eNOS (10).
Altres factors que contribueixen a lincrement de la vasodilatacio a nivell esplancnic sén
laugment de VEGF, glucagd, PGl2 i CO (i els seus productors ciclooxigenasa i hemo-
oxigenases), aixi com la produccio de TNF-a (factor de necrosi tumoral alfa) i endocannabinoids
a causa de translocacié bacteriana. Aquesta translocacié bacteriana també augmenta la
vasodilatacié sistémica (4, 10). Per tant, mentre en la circulaci6 intrahepatica hi ha un augment
del to vascular a causa d’'una disminuci6 dels vasodilatadors, com el NO, i un augment local de
vasoconstrictors, per contra, en les circulacions esplancnica i sistémica hi ha una sobreproduccié
de NO i altres vasodilatadors, i una resposta deficient a vasoconstrictors. Aquestes situacions
inverses, conegut com la paradoxa de I'0xid nitric en la cirrosi i hipertensié portal (12), s’han de
considerar quan es desenvolupen noves estratégies de tractament de la hipertensié portal. De fet
I'administracio de vasodilatadors per reduir 'augment del to vascular intrahepatic pot produir un
increment perjudicial de la vasodilatacio esplancnica i sisttmica. De manera similar, I'us de
vasoconstrictors per reduir la vasodilatacio esplancnica i sistemica pot empitjorar 'augment de to
vascular intrahepatic (5).

A més a més dels canvis funcionals esmentats, també es donen canvis estructurals com

son la formacié de nous vasos sanguinis (angiogénesi), per tal de suportar l'increment del flux
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sanguini esplancnic, i la formacié de vasos col-laterals portosistemics. Aquesta formacié de
vasos col-laterals portosistémics o shunting portosistémic, s’estableix en un intent, en principi
beneficiés, de descomprimir el territori portal. No obstant, aquest fenomen comporta una série de
complicacions associades, com sén gastropatia portal hipertensiva i colopatia, i la formacié de
varius gastroesofagiques, la ruptura de les quals agreuja el pronostic del pacient i inclos pot ser
mortal (13, 14). Per altra banda, la formaci6é d’aquests vasos col-laterals fa que es derivi fins a un
90% del flux portal cap a la circulacio sistemica sense passar pel fetge, de manera que produeix
el pas de substancies que normalment serien metabolitzades pel fetge, com toxines, hormones,
drogues i bactéries, directament a la circulacié sistémica donant complicacions com
I'encefalopatia i la sépsia (1, 10, 13, 14).

Tradicionalment s’ha associat la formacidé d’aquests vasos col-laterals portosistemics a
un procés complex, que implica I'obertura, dilatacié i hipertrofia de canals vasculars preexistents
en les arees on hi ha comunicacié anatomica entre els sistema portal i la circulacié sistemica
com a consequéncia mecanica de 'augment de la pressio portal (15, 16). No obstant, els darrers
anys s’ha observat que també es donen processos angiogénics dirigits per factors
proangiogenics com sén el factor de creixement endotelial vascular (VEGF), el receptor de VEGF
de tipus Il (VEGFR2), el factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF) i el factor de
creixement placentari PIGF. De fet, s’ha vist en diversos estudis en models murins d’hipertensi6
portal que la inhibicié de les vies de senyalitzaci6 regulades per aquests factors, (17-22) poden
resultar en una efectiva disminuci6 de la formacié d’aquests vasos col-laterals portosistémics.

En el cas de 'augment del flux sanguini portal per vasodilatacié a nivell esplancnic, es
pot corregir farmacologicament mitjangant vasoconstrictors com vasopressina i els seus derivats,
somatostatina i els seus analegs, i beta-bloquejants no-selectius els quals produeixen
vasoconstriccio arteriolar mesentérica reduint aixi la hipertensié portal. De fet, els beta-
bloquejants no-selectius sén el principal tractament per disminuir el risc de sagnat per varius en
la hipertensio portal (2, 5).

Per altra banda, la vasodilatacié esplancnica produeix una disminucio de la pressio
arterial (hipotensid), la qual promou l'activacié de sistemes neurohumorals endogens, la retencio
de sodi, i un augment del volum del plasma (hipervolemia), seguit d'un increment de I'index
cardiac i una disminucié de la resistencia vascular sisttmica que en conjunt anomenem
sindrome hipercinetic (1). Aquesta hiperdinamia sistémica, contribueix al seu torn, a un major
augment del flux sanguini esplancnic i de la pressié portal i un desenvolupament d’ascites, que

es dona en un intent de normalitzar els valors de pressio arterial, i disfuncié circulatoria (1, 5). La
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vasodilatacidé esplancnica i sistémica, i el subsequent establiment d'un estat d’hiperdinamia

sistémica, porta doncs a un empitjorament de les complicacions de la cirrosi (Figura 3).
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Figura 3: Fisiopatologia de la cirrosi i la hipertensié portal. Principals esdeveniments que es donen
durant la cirrosi i la hipertensié portal a nivell intrahepatic, esplancnic i sistémic. (Adaptat de Wong F, Nat
Rev Gastroenterol Hepatol. 2012 May 22;9(7):382-91).

2.1.3 Altres complicacions de la cirrosi i hipertensié portal

Altres complicacions de la cirrosi i la hipertensio portal inclouen: ascites, la qual esta
causada per un increment de la pressid sinusoidal hepatica, vasodilatacid arteriolar i per la
retencié de sodi (4, 10); peritonitis bacterial espontania, causada per la translocacio de bactéries
enteriques a lintesti (2); sindrome hepatorenal, el qual resulta en una vasodilatacié severa
periférica i esplancnica que déna una vasoconstriccid renal i resulta en una fallada renal (4);
sindrome hepatopulmonar, que resulta en una vasodilatacié arterial pulmonar severa donant
hipoxémia. (4, 6); encefalopatia hepatica, a causa d’'una derivacio de la sang directament a la
circulacio sistémica per la formacio de vasos col-laterals portosistémics; i disfuncio cardiaca, en
la que els pacients amb hipertensié portal presenten una disfuncio diastolica i un increment
cronic de I'index cardiac, entre d’altres (4, 6).
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2.2 Angiogénesi

Els vasos sanguinis formen una xarxa complexa de artéries, capil-lars i venes que
permeten l'aportaci6 d’O, i nutrients a tot l'organisme, I'eliminacié de residus, aixi com la
vigilancia per part del sistema immune (23-25). En quant a la seva estructura, varia segons el
tipus (artéria o vena) i segons la mida. Tot i aix0, el patrd estructural dels vasos és comu i es

troba present en tots els vasos sanguinis excepte els capil-lars (veure Figura 4).
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Figura 4: Estructura general dels vasos sanguinis. Els vasos sanguinis es divideixen en tres parets o
tuniques. La tunica intima delimita el propi vas sanguini amb la llum del vas i consisteix en una capa de
cel-lules endotelials associada a teixit connectiu. Sota aquest teixit connectiu es troba la lamina elastica
interna (la qual esta menys definida en la vena), que delimita la tdnica intima amb la mitja i esta
fenestrada. La tinica mitja o capa muscular esta formada per una paret de cél-lules de muscul llis en
capes concentriques i un contingut variable de teixit connectiu. Sota el muscul llis es troba la lamina
elastica externa que delimita amb l'adventicia i que és menys compacta que la interna. La tunica

adventicia principalment conté fibres de teixit connectiu (col-lagen) i fibroblasts.

El terme angiogénesi es defineix com el procés pel qual es formen vasos nous a partir de
vasos preexistents (26). Es tracta d’'un procés molt important durant el desenvolupament
embrionari i el creixement. En 'embri6, els nous vasos es formen a partir de céllules endotelials
progenitores derivades del mesoderm anomenades angioblasts, les quals es diferencien en
cellules endotelials formant una vasculatura primitiva en un procés anomenat vasculogeneési.
Posteriorment els vasos formats es ramifiquen en un procés d’angiogénesi creant una xarxa que
es diferencia en arteries i venes. Un cop formats aquests vasos hi ha un reclutament de pericits i
cel-lules musculars llises que envolten les cél-lules endotelials naixents per donar-los estabilitat i

regular-ne la perfusio, procés anomenat arteriogenési (24, 27).
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En 'edat adulta, perd, molts d’'aquests vasos sanguinis estan en estat de quiescéncia, i
I'angiogenesi només es déna de manera regular en alguns processos fisioldgics com serien la
cicatritzacié i la reparacio de teixits danyats, el cicle ovaric o en la placenta durant 'embaras. No
obstant, les cellules endotelials mantenen I'habilitat de dividir-se rapidament en resposta a
estimuls fisioldgics com la hipoxia o la inflamacié. Malauradament, quan aquesta neoformacié de
vasos es desregula per un desequilibri entre estimuladors i inhibidors del procés, 'angiogénesi
passa a ser contribuidora de multiples trastorns malignes, isquémics, inflamatoris, infecciosos i
immunes (26, 27).

De fet, 'angiogenesi, és un factor critic en situacions patologiques com la cirrosi o les
neoplasies (28) i esta implicada en més de 70 malalties, ja sigui per excés o per manca, i la llista
ha anat augmentant els darrers anys. Alguns exemples que es donarien per un excés serien el
cancer, la psoriasi, lartritis, la ceguesa, l'obesitat, 'asma, larteriosclerosi, les malalties
infeccioses i les malalties proinflamatories. Mentre alguns exemples de malalties que es donarien
per creixement insuficient o regressié anomala de vasos serien la isquémia en infart de miocardi i
la isquémia cerebral, la neurodegeneracid, la preeclampsia o I'osteoporosi, entre d’altres (24,
27).

2.2.1 Procés angiogénic

La formacié de vasos €s un procés complex, que requereix una regulacié fina del balang
entre senyals estimuladores i inhibidores de I'angiogenesi, com son I'expressio d'integrines,
angiopoietines, quimioquines, molécules d’unié, factors de creixement, sensors d’oxigen i
inhibidors endogens, entre d’altres (29).

En els vasos adults sans, les cél-lules endotelials formen una barrera entre la sang i el
teixit del voltant per controlar l'intercanvi de fluids i soluts, i la transmigracié de les cél-lules del
sistema immune. Aquestes es troben en un estat de quiescéncia de vida mitja llarga, que les
protegeix d’estimuls per una accié autocrina de senyals de manteniment com soén el factor de
creixement endotelial vascular (VEGF), la via de Notch, les angiopoietines (ANG1) i els factors
de creixement de fibroblasts (FGFs). No obstant, en certes condicions, com ara una situacio
d’hipoxia, s’estimula 'expansio de la xarxa vascular. Per tal que aquest procés es porti a terme
correctament, les cel-lules endotelials estan equipades amb sensors d’oxigen i factors de
transcripcié induibles per hipoxia (HIFs), els quals permeten el reajust de la forma dels vasos per

optimitzar-ne el flux sanguini i assegurar un optim aport d'O; a tots els organs (23, 24).
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Aquests factors induibles per hipdxia activaran llavors multiples gens angiogénics, sent
el VEGF el més rellevant (27).

En el procés de formaci6é de vasos a partir de vasos preexistents (Figura 5, A), estimuls
com la hipoxia (30, 31), la inflamacié (32, 33), I'estrés oxidatiu (34-36) o estrés per friccid (shear
stress) (37, 38), activen les cellules a produir factors angiogenics com VEGF, neuropilines
(NRPs), angiopoietines, FGFs, quimioquines, lligands de Notch, semaforines o efrines. Aquest fet
produeix una dilatacié dels vasos quiescents. A continuacio, els pericits que envolten les cél-lules
endotelials es desenganxen de la paret del vas, produint d’aquesta manera l'alliberacié de les
endotelials de la membrana basal per degradacié proteolitica, la qual esta regulada per
metal-loproteinases de la matriu extracel-lular (MMPs), i la pérdua de les unions cellulars. En
aquesta situacio les céllules endotelials adopten mobilitat i capacitat invasiva. Per tal que totes
les cél-lules endotelials no surtin en massa degut al senyal angiogenic, se seleccionen algunes
cel-lules, anomenades cél-lules punta (tip), les quals presenten molts fil-lopodis i que seran les
que lideraran el procés en resposta als factors anomenats anteriorment (Figura 5, B). Aquestes
s'adhereixen a la matriu extracel-lular mitjangant integrines per assegurar la formacié de la
ramificacio. Les cél-lules tip contactaran i fusionaran amb altres cél-lules tip per afegir nous
vasos a la xarxa preexistent i aixi formar la llum del vas per tal que s'inicii el flux sanguini. Les
cel-lules veines de les cél-lules tip assumeixen una posicié subsidiaria com a cél-lules de suport
o stalk. Aquestes cél-lules stalk formen menys fil-lopodis perd permeten 'establiment de la llum
del neovas i proliferen per tal d’elongar-lo. També estableixen unions amb les cél-lules veines i
produeixen components de la membrana basal per assegurar la integritat del nou vas. A més a
més de les cél-lules tip i les cél-lules stalk també hi ha les cél-lules phalanx les quals son
cel-lules amb un fenotip quiescent no proliferatiu que controlen i regulen la perfusié en el nou
vas. A continuacid, per tal que s'estableixi una xarxa vascular funcional es requereix que els
vasos naixents madurin per donar vasos duradors. Aquesta estabilitzacio, maduraci6 i
consolidacié com a vas funcional dels nous vasos naixents passa per una série de processos.
Aquests processos son: el reclutament dels pericits, en vasos de mida mitjana, i de cél-lules
musculars llises (SMCs) en vasos de calibre més gran, atrets per les cél-lules stalk, I'establiment
de la membrana basal i de la matriu extracellular, I'estretament de les unions cellulars, la
inducci6 de la quiescéncia i el pas del flux sanguini (27). Els pericits estableixen un contacte
directe cel-lula-cél-lula amb les cél-lules endotelials en capil-lars i vasos immadurs, mentre que
les cél-lules musculars llises que recobreixen les arteries i venes estan separades de les cél-lules

endotelials per lamina elastica (24).
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Figura 5: A) Fases del procés angiogénic. B) Tipus de cél-lules endotelials durant el procés de
formacié de I'sprout. Esquema representatiu de I'estructura d'un sprout i el tipus de cél-lules endotelials

que el conformen, cél-lules tip o de la punta, cél-lules stalk i cél-lules phalanx.

No obstant, hi ha diferéncies entre els vasos formats durant processos fisiologics i
aquells formats per una neovascularitzacio patologica (com per exemple en tumors). Els vasos
sans es poden diferenciar en arterioles, capil-lars i vénules, mentre que la vasculatura patologica
és primitiva, desorganitzada, amb poc recobriment de pericits, morfoldgicament aberrant i
caotica. A més a més, els vasos sans estan ben perfosos i en canvi els vasos patologics
presenten oclusions parcials o totals donant un flux sanguini alterat (39-41). Aquesta organitzacio
irregular també s’ha observat en la neovasculatura formada en model animals de cirrosi i
hipertensio portal (PPVL i CBDL) (42).

2.2.2 Factors angiogenics

Multiples factors estan implicats com a reguladors positius de I'angiogénesi. El principal
factor proangiogénic, VEGF, és un dels reguladors clau en la proliferacié de cél-lules endotelials
vasculars i limfatiques, mentre que per exemple el factor de creixement derivat de plaquetes
PDGFBB i l'angiopoietina-1 (ANG1) recluten les cél-lules murals que envolten els tubs
endotelials (29). També estan inclosos en el procés angiogenic el factor de creixement de
fibroblast acid (FGFa), el factor de creixement de fibroblast basic (FGFb), els factors de
creixement transformant (TGFa. i TGF), el factor de creixement hepatocitari (HGF), el factor de
necrosi tumoral-a ( TNFou), angiogenines, interleuquines (IL8) i angiopoietines, entre d’altres
(43).
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A continuaci6 descriurem amb més detall un dels factors proangiogenics més importants
tan en la fisiopatologia de la hipertensié portal i la cirrosi hepatica com en altres patologies, el
VEGF.

2.2.2.1 El factor de creixement endotelial vascular: VEGF

L’angiogenesi, tan fisiologica com patologica, esta dirigida principalment pel factor de
creixement endotelial vascular, VEGF. Es un dels factors més importants en la regulacié de la
formaci6 dels vasos sanguinis i limfatics durant el desenvolupament embrionari, aixi com en
processos angiogenics postnatals com la cicatritzacio, en funcions reproductives com ovulacio,
menstruacio i embaras, i en el manteniment de la homeostasi dels vasos en adults. També esta
implicat en la neovascularitzaci6 associada a malalties ja que es troba sobreexpressat en tumors
solids i algunes neoplasies hematologiques, en retinopatia diabetica, en artritis reumatoide, en
psoriasi 0 en trastorns neovascular intraoculars, entre d'altres (27, 43, 44). VEGF, a més a més,
té un paper important en el desenvolupament del sistema nervids actuant com un potent factor
de neurogénesi i plasticitat neuronal (25). A causa d’aquesta implicacié de VEGF en processos
patologics, s’ha avaluat la regulacié de la seva expressié com a possible terapia tan pro- com
anti-angiogénica.

La familia de VEGF (Figura 6) consisteix en set glicoproteines que es designen com,
VEGFA (la més important en angiogenesi), el VEGFB, el VEGFC, VEGFD, el VEGFE, VEGFF, i
també estaria inclos en aquesta familia el Factor de Creixement Placentari (PIGF) (25, 44-46).
Existeixen diversos receptors dels membres de la familia de VEGF (VEGFR), els quals son
receptors transmembrana del tipus tirosina quinasa, que un cop units amb els seus
corresponents lligands en el domini extracellular del receptor, dimeritzen i s’activen a través
d’'una transfosforilacié de la tirosina del domini intracel-lular donant una senyal a través de les
vies de MAPK i Akt, i activant d’aquesta manera les diferents cascades de senyalitzacié que
resulten en processos angiogénics. Aquests receptors son VEGFR1 (FIt1), VEGFR2 (Flk1), els
quals s'uneixen a VEGFA; VEGFR3, el qual s'uneix a VEGFC i VEGFD; i les neuropil-lines 1i 2
(NRP1 i NRP2) les quals actuen com a coreceptors i s'expressen a I'endoteli vascular i en
neurones (43, 44, 47). Existeix per altra banda una forma soluble de VEGFR1 (sVEGFR1) que
inhibeix la proliferacio de cél-lules endotelials induides per VEGF, segrestant el VEGF i impedint
que s'uneixi a VEGFR2. Aquest receptor soluble podria actuar com antagonista especific de
VEGFA o PIGF (25, 44, 47, 48).

El receptor VEGFR2 (Flk1), s’expressa predominantment en cél-lules endotelials

vasculars (tot i que també en altres tipus cel-lulars) i és el mediador més important de les
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respostes cel-lulars al VEGF, sent la via de senyalitzaci6 a través de VEGFR2 basica per
l'activitat vasodilatadora, de migraci6 i proliferacié cel-lular de VEGF (47). Per altra banda, el
receptor VEGFR1 (FIt1), el qual s’expressa en céllules endotelials, pericits, mondcits/macrofags
entre daltres, t& poc efecte proliferatiu sobre les cél-lules endotelials perd pot formar
heterodimers amb VEGFR2 augmentant la senyal angiogenica.

VEGF doncs és un mitogen especific de les cél-lules endotelials vasculars, el qual actua
a través dels seus receptors per activacio de la cascada de senyalitzacio (Raf-MEK-ERK) induint
la proliferacio, per via p38MAPK promovent la migracid i per via PI3K/Akt promovent la
supervivéncia d’aquestes cél-lules tot inhibint I'apoptosi, aixi com estimulant la sintesi de
vasodilatadors com eNOS (43, 44, 46). També és un factor involucrat en la permeabilitat
vascular via PI3K/Akt per la seva capacitat de fenestracio de I'endoteli. VEGF esta regulat pels
nivells d’oxigen a través del factor de transcripcié induible per hipoxia HIF1, i per 'expressio de
varis factors de creixement com EGF, TGFo, TGFB, IGF, FGF o PDGF, dxid nitric, citoquines
com IL1or 0 IL6 i oncogens com mutacié o amplificacié de Ras, entre daltres (43, 44).

De les isoformes esmentades, el VEGFA, és el component més important per a
I'angiogénesi i interacciona amb els receptors VEGFR1 (Flt-1) i VEGFR2 (Flk-1 o KDR1) i amb
les neuropil-lines (NRP1 i NRP2). El gen del VEGFA en humans es troba al cromosoma 6p21.3 i
esta composat per 8 exons i 7 introns que a través d’'un procés d’splicing donen lloc a les quatre
isoformes madures: VEGF1e5, VEGF121, VEGF1s9 i VEGF206. També existeixen dues isoformes
menys frequents, la VEGFus i la VEGFs3. Totes aquestes isoformes tenen propietats
biologiques diferents perd superposades en I'angiogénesi a causa de la seva unié diferencial a
les neuropil-lines i als proteoglicans heparan sulfat que es troben a la superficie cel-lular (43-47).
La VEGF1es és la isoforma més predominant i es tracta d’'una glicoproteina de 45 kDa
homodimerica d’uni6 a heparina, produida per cél-lules endotelials, macrofags o cél-lules T
activades, entre d'altres, amb efectes proangiogénics especificament per les cél-lules
endotelials. La VEGF121 és un polipéptid acidic que no s'uneix a heparina, mentre que les
isoformes VEGF1g9 i VEGF206, SON basiques i tenen molta afinitat per 'heparina. Per aquest
motiu, VEGF121 és una proteina completament soluble, mentre que VEGF1g9 i VEGF26 €s troben
quasi totalment retingudes a la matriu extracellular (46). La isoforma VEGF1es presenta
propietats intermedies ja que és secretada perd una fraccié important es manté retinguda a la
superficie cellular i a la matriu extracel-lular. Les isoformes VEGF145 i la VEGF1g3 s'uneixen a
heparina més fortament i es troben segrestades a la matriu extracel-lular i la superficie cel-lular, i

per aquest motiu sén menys actives que VEGF121 i VEGF1gs in vivo (43, 44).
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Tot i que I'expressid de VEGF, tan sigui per excés com per defecte, esta associada a
multiples patologies, VEGF també té un paper clau en I'angiogénesi fisiologica i la homeostasi
dels vasos sanguinis en l'adult (49). Aixi doncs, VEGF actua com a potent factor de
supervivencia endotelial ja que indueix I'expressié de proteines antiapoptotiques com Bcl2 i A1
en aquestes cél-lules a través de la via PI3K-Akt (43, 47). Per tant, s'observa una acci6 paracrina
del VEGF que actua en les cel-lules endotelials adjacents, i una funcié autocrina de VEGF
expressat per les propies cél-lules endotelials per assegurar-ne la supervivencia i mantenir la
homeodstasi vascular (45).

Com s’ha esmentat anteriorment, el Factor de Creixement placentari, PIGF (de I'anglés
placental growth factor) també és un membre de la familia de VEGF. Es va identificar inicialment
en placenta perd també s’ha vist expressat en altres organs com cor i pulmons. Les seves
funcions proangiogeniques es donen principalment durant 'embaras i cicle ovaric, i no es troba
sobreexpressat en teixits normals ni durant 'embriogénesi, de manera que en condicions sanes
no té efectes sobre vasos quiescents.

El gen huma de PIGF es localitza al cromosoma 14q24 i esta format per 8 exons.
Existeixen 4 isoformes de PIGF (PIGF-1,-2,-3 i -4) les quals difereixen en mida i afinitat d’uni6 a
heparina i que se secreten com a homodimers glicosilats. EI PIGF s’uneix a FIt1(VEGFR1) i a
NRP1 i NRP2 per6 no a Flk1 (VEGFR2). PIGF participa en el procés angiogénic estimulant el
creixement de les cel-lules endotelials, la seva migraci6 i supervivéncia, aixi com la subsequent
estabilitzacio i maduracié del nous vasos formats reclutant cél-lules del mascul llis i promovent la
proliferacié de fibroblasts. Aquests efectes es donen tan de manera directe per la induccié de la
seva propia via de senyalitzacié, com estimulant l'alliberament i la disponibilitat de VEGF,
desplagant-lo de la uni6 amb VEGFR1, i d'aquesta manera amplificant la via de senyalitzacié de
VEGFR2. Per altra banda, PIGF augmenta I'expressié de varis factors proangiogénics com
VEGFA, FGF2, PDGFb, MMP, entre d'altres (20, 27, 29, 44, 47, 48, 50, 51). També es creu que
PIGF té un paper rellevant en el procés d’arteriogénesi i limfangiogénesi (45, 47, 51).

S’ha vist que PIGF es troba sobreexpressat en varies condicions patologiques entre

elles la cirrosi i hipertensié portal, tal i com es descriura a I'apartat 2.2.3.
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Figura 6: Familia de VEGF i els seus receptors. (Adaptat de Rodriguez E, The Molecular Oncology
Report, Vol 1, number 2, 2007).

2.2.3 Angiogénesi en la cirrosi i la hipertensié portal

Estudis realitzats en el nostre grup de recerca (17-19, 21) i en altres laboratoris (20, 42,
52) han demostrat una implicacio rellevant de processos angiogenics, tan a nivell intrahepatic
com a nivell extrahepatic, en la progressio de malalties del fetge, com la cirrosi hepatica, i en
I'agreujament de la hipertensio6 portal.

Aquests estudis recents en models animals amb hipertensié portal prehepatica per
lligadura parcial de la vena porta (PPVL), i models amb cirrosi i hipertensié portal per lligadura
del coledoc (CBDL), han demostrat un increment de I'angiogénesi en la microvasculatura del
mesenteri aixi com un augment de la permeabilitat (42, 53, 54). Aquests fets indiquen una
implicacié de I'angiogénesi en l'increment del flux sanguini esplancnic i el manteniment de la
circulacio hiperdinamica esplancnica, aixi com en el desenvolupament dels vasos col-laterals
portosistemics en la sindrome de la hipertensio portal i la cirrosi hepatica, complementant,
d'aquesta manera els mecanismes anteriorment descrits, com la sobreproduccié de
vasodilatadors endogens i una disminuci6 de la reactivitat vascular als vasoconstrictors al territori
esplancnic o I'obertura de canals vasculars preexistents per donar lloc al “shunting” portosistémic
(17-22, 42, 55, 56) .
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Aquest augment patologic de I'angiogenesi en la cirrosi i hipertensié portal s’ha
demostrat, tal i com s’ha observat en models animals amb hipertensié portal i cirrosi (19, 20, 42,
57-61) i en pacients cirrotics (57, 62, 63), que és causat per la sobreexpressid, tan en territori
esplancnic com també a nivell intrahepatic, de varis factors proangiogénics com son VEGF, el
PDGF, FGF-2 i/o PIGF, sent el VEGF el factor principal. EI VEGF s’ha vist sobreexpressat de
manera predominant en les cél-lules endotelials perd també en les cél-lules de muscul llis dels
vasos sanguinis del mesenteri, en cél-lules hepatiques estrellades, leucocits, macrofags
hepatics, hepatocits i cél-lules Kupffer (42, 64, 65). En pacients cirrotics també s’ha observat una
expressio de VEGF en macrofags peritoneals actius (57). De fet, es va observar en un model de
cirrosi biliar secundaria (BDL) que després de dues setmanes post-cirugia, I'expressié de VEGF
en els hepatocits passava de ser de menys del 3% (rata control) a ser detectada en més del 95%
del hepatocits, acompanyat per un increment de la proliferacié de cel-lules endotelials en arees
periportals i en arees fibrotiques. En aquest mateix model també és va observar un augment de
FGF-2 en hepatocits, tot i que de manera posterior que VEGF, indicant la implicacié d’aquests
factors en I'angiogénesi que es produeix en aquest model d’hipertensio portal i cirrosi (58).

També s’han vist incrementats els receptors de VEGF (VEGFR2 i VEGFR1) i el
marcador endotelial CD31 en el mesenteri de dos models de hipertensié portal (PPVL i CBDL) en
comparacié amb les rates control (42), a més a més de 'augment de I'expressi6 d'integrines, -
catenines, efrines i altres molécules d’'adhesio involucrades en el remodelatge de la matriu
extracel-lular del fetge (55, 65). Aquests factors estarien implicats tan en la iniciaci6 com en
I'estabilitzacid de la hipertensié portal, la circulacié hiperdinamica esplancnica i la formacié de
vasos col-laterals portosistémics (19, 21, 66, 67).

Entre els mecanismes responsables de la sobreexpressié de VEGF es troba la hipdxia
tissular (30, 31, 43, 58), I'expressio de citoquines, per processos inflamatoris (32), per increments
de la pressio portal per se (68) o per mecanismes d’estrés com estrés per friccié (shear stress)
(37, 38) o l'estres oxidatiu (34-36). Per exemple, un dels processos que donen aquest estrés
oxidatiu és per activacié de NAD(P)H oxidasa (una de les principals fonts d’especies reactives de
I'oxigen (ROS) en la vasculatura esplancnica) 'activitat del qual s’ha descrit augmentada en els
organs esplancnics de rates amb hipertensié portal. Un altre procés és per la sobreexpressio del
factor hemo oxigenasa, induit durant la hipertensio portal (66, 69). Tots aquests mecanismes
promouen I'expressidé de VEGF en varis teixits i tipus cel-lulars, i d'aquesta manera indueixen a
processos angiogenics (55, 56). També hi ha evidencies que indicarien que I'0xid nitric (NO) pot
estar involucrat en regular 'angiogénesi mitjangant la sintasa de I'0xid nitric endotelial (eNOS) i
en menys mesura la sintasa de I'oxid nitric induible (iNOS), i la permeabilitat vascular
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(predominantment per eNOS) ja que s’ha observat que la inhibici6 de NO produeix una
disminuci6 de I'angiogénesi en el mesenteri de rates amb hipertensié portal (53, 70) i en altres
models (71).

Estudis recents dirigits a actuar, tan de manera profilactica com terapéutica, sobre
I'expressié d’aquests factors proangiogénics han manifestat una millora en les complicacions
associades a la hipertensié portal i la cirrosi en models animals experimentals. De fet, el bloqueig
de la via de senyalitzacié de VEGF i el seu receptor (VEGFR2) mitjangant I'is d’anticossos
monoclonals o inhibidors especifics contra VEGFR2 i la seva fosforilacio (17, 18), aixi com l'us
de farmacs que disminueixen I'expressio de VEGF com la rapamicina (19, 72), ha demostrat la
reducci6 de la neoangiogénesi mesentérica i el flux sanguini esplancnic, augmentant la
resistencia esplancnica arteriolar, aixi com la inhibicio de la formacié de vasos col-laterals
portosistémics, en models d’hipertensio portal (PPVL). Per altra banda, el bloqueig del factor de
creixement derivat de plaquetes (PDGF), utilitzant el farmac Gleevec, junt a la inhibicié de VEGF
mitjangant rapamicina, resulta en una reduccié encara meés gran que bloquejant VEGF sol de la
neovascularitzacio esplancnica, una reduccié de la formacié de vasos col-laterals portosistemics,
aixi com una baixada de la pressio portal, un increment de la resisténcia de I'artéria mesentérica
superior i una disminucio del flux de la mateixa, en el mateix model (PPVL) (21, 22). En el cas
del factor de creixement placentari PIGF, s’ha observat que la inhibicié d’aquest factor amb I'Us
d’'un anticds monoclonal contra aquest, reduia la densitat vascular en mesenteris, la formacié de
vasos portocol-laterals, el flux mesentéric arterial i la pressié portal en un 32%. Aquests efectes
es van donar tan en una estratégia de prevencié com una estratégia terapéutica en models
d’hipertensié portal per lligadura parcial de la vena porta, de la mateixa manera que s’ha
observat en un model de ratoli knockout per aquest factor. A més a més, aquesta inhibicié del
PIGF va tenir un efecte antiangiogénic i antifibrotic en fetges de ratolins cirrotics per induccié amb
CCls, indicant un paper rellevant de PIGF en I'angiogénesi que es dona en la cirrosi i hipertensio
portal (20, 44, 48, 51).

Per altra banda, I'angiogénesi té una contribucié a nivell intrahepatic important en el
desenvolupament de malalties croniques del fetge ja que provoca [l'establiment d’una
angioarquitectura anormal en aquest organ, i esta intimament lligada a la fibrogénesi, la qual pot
finalitzar en complicacions com serien la cirrosi, la hipertensio portal i el carcinoma
hepatocel-lular (veure apartat 2.2.3.1).

En resum, I'angiogénesi anormal associada a la hipertensié portal i cirrosi contribueix,
junt al remodelatge sinusoidal, a la inflamacié i fibrogénesi del fetge, a la circulacid

hiperdinamica esplancnica i a la formaci6 de vasos col-laterals i varius (1, 28, 55, 56).
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Per aquest motiu és coherent pensar que el control de la formacié d’aquests neovasos
pot ser una bona diana terapéutica en pacients amb hipertensié portal i malalties croniques del

fetge.

2.2.3.1 Relacié entre angiogénesi, fibrogénesi i inflamacié

Tot i els interrogants existents entre la relacid de I'angiogénesi i la fibrogénesi, i que en
estudis previs es creia que eren processos moleculars independents, estudis recents han
demostrat que ambdds fendomens emergeixen sinérgicament i estan interconnectats per
diferents vies en les malalties croniques del fetge (73). De fet, s’ha demostrat que les cicatrius
del fetge fibrotic estan ampliament vascularitzades amb un numero elevat de microvasos
tortuosos, i que els nous vasos derivarien de la vasculatura preexistent intrahepatica, originant-
se de les ramificacions de la vena porta, creant d’aquesta manera connexions entre el sistema
portal i les venes hepatiques (58, 74, 75). A més, aquesta neovascularitzacié s’ha vist que va en
augment durant el desenvolupament de la cirrosi tan en estudis amb models animals com en
humans (52, 61).

En el desenvolupament de la fibrosi hepatica existeixen canvis fenotipics en les cél-lules
endotelials sinusoidals (SEC) i una progressiva capil-laritzacié del sinusoide. Les cél-lules
hepatiques sinusoidals son les Uniques cel-lules endotelials que presenten fenestracio i els
manca membrana basal. La capil-laritzacié sinusoidal inclou canvis en les SEC, pérdua de la
fenestracié i diposit de membrana basal, tornant-se més rigida, més recobriment per cél-lules
hepatiques estrellades, aixi com alteracions en les interaccions cél-lula-cél-lula, fent que
presentin més unions entre elles, i cél-lula-matriu, en els sinusoides hepatics. Aquesta
capil-laritzacié sinusoidal, la qual disminueix la permeabilitat i difusid, junt a la vasoconstriccio i
als shunts intrahepatics, acaba donant un remodelat sinusoidal que provoca un increment de la
resisténcia al flux sanguini i una difusié d’oxigen impedida dels sinusoides fins als hepatocits,
que acaba resultant en una situacié d’hipoxia i activacio de les rutes proangiogéniques (52, 67,
76). Per tant, el procés de cicatritzacio cronica que es dona en el fetge fibrotic esta caracteritzat
per una sobreexpressio de diversos factors proangiogenics com factors de creixement,
citoquines i metal-loproteinases (52, 58, 77). De fet, factors com PDGF, TGF-B1, FGF i VEGF,
junt a proteines implicades amb el remodelatge de la matriu extracel-lular com integrines, -
cadenina, efrines i molécules d’'adhesio, tenen un paper proangiogénic i profibrotic molt
important en les malalties croniques del fetge.
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S’ha vist que les cél-lules hepatiques estrellades (HSC) un cop activades (fenotip
caracteritzat per un increment en la seva proliferacié, motilitat, contractibilitat i sintesi de
components de la matriu cel-lular (77)), junt a altres cél-lules productores de matriu extracel-lular
com fibroblasts portals i miofibroblasts, participen també en la neovascularitzaci6 intrahepatica.
Aixo és degut a que en les condicions hipoxiques esmentades anteriorment, (58, 60, 64), les
cel-lules hepatiques estrellades a través de la via que involucra el factor de transcripcié induible
per hipoxia, HIF-1a., sobreexpressen factors proangiogenics com VEGF i angiopoietina-1, i els
seus receptors (VEGFR1/FIt1 i Tie-2), aixi com PDGF, PIGF i NO. D’aquesta manera estimulen
la seva migracié i quimiotaxis, i promouen I'angiogénesi en les zones de teixit hipoxic. Aquest fet
permet un flux sanguini adequat per nodrir i mantenir un estat metabolicament actiu de les
cel-lules hepatiques estrellades i contribuir d'aquesta manera a la fibrogénesi i remodelat tissular
per reclutament de cel-lules profibrotiques i per sobreexpressid de col-lagen tipus |, en les arees
de dany cronic i inflamacio. (1, 28, 55, 56, 60, 76, 78-80). Aquest estat hipoxic també s’ha
demostrat que es ddéna en els hepatocits abans de l'aparici6 de la cirrosi i precedeix
immediatament la induccié de VEGF, indicant que 'expressié de VEGF induida per hipdxia en
hepatocits podria ser un esdeveniment més en el desenvolupament de les complicacions
microvasculars associades amb la fibrogénesi hepatica i podria contribuir aixi a la remodelacio
de l'arquitectura del fetge (58). Per altra banda, 'augment d’hipoxia en els hepatocits produeix
que aquests entrin en apoptosi i alliberin citoquines que activaran encara més les cél-lules
hepatiques estrellades (81, 81, 82).

No obstant, 'angiogénesi que es dona en el fetge cirrotic pot ser parcialment ineficag i no
contribueix a millorar la perfusidé efectiva del fetge. Aixd és a causa de la immaduresa i
permeabilitat dels nous vasos induits per VEGF (30), els quals sén estructural i funcionalment
diferents als sinusoides hepatics. Per tant, aquests son incapagos de corregir la hipoxia en el
fetge, reduint encara més la quantitat d’oxigen i nutrients que arriba als hepatocits i contribuint a
agreujar encara més el dany hepatic (60).

En un estudi d'observaci6 de fetge fibrotic induit per injeccions subcutanies de CCls en
ratoli, ja a les 8 setmanes postadministracio de CCls, s'observava un canvi en l'estructura del
fetge amb septes fibrotics centro-centrals que a les 12 setmanes ja passaven a ser centro-
portals, obtenint un fetge totalment cirrotic a les 16 setmanes. Aquests ratolins, a més a més,
desenvolupaven un increment significatiu del numero de vasos localitzats en els septes fibrosos,
determinat per un augment del marcatge de CD31. A més a més, el numero de cél-lules
endotelials proliferants augmentava després de la induccié amb CCls (indicat per un augment

del marcador de proliferacié ki67), amb un maxim a les 10 setmanes. De la mateixa manera
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s’observava un increment de I'expressio de VEGF en el temps. En el cas de I'estudi del fetge
fibrotic en el model CBDL en ratoli, es van veure canvis fibrotics a les 3 setmanes post-lligadura
amb preséncia de noduls fibrotics en el parénquima ja a les 6 setmanes i un augment del
numero de vasos sanguinis localitzats en els septes fibrosos ja a una setmana després de la
induccié, observat per un augment del marcatge de CD31, aixi com un augment del nimero de
cel-lules endotelials proliferants. Després d’'una setmana de CBDL, el VEGF es detectava en la
primera linia d’hepatocits al voltant de les venes centrals i portals, com en els ratolins control, i a
més a més, se sobreexpressaven també en mdaltiples linies dels hepatocits més allunyades de
les venes centrals i portals. La maxima expressié s’aconseguia a les 3 setmanes després de la
induccié de la CBDL. També es va observar un augment del marcatge daSMA en la zona
periportal i del niumero de leucdcits i macrofags hepatics. En estadis més avangats on la cirrosi
ja es trobava establerta, s'observava una marcada distorsié i estretament del sinusoide en
ambdds models de ratoli incrementant d’aquesta manera la resisténcia intrahepatica (52).

Per altra banda, cal tenir en compte que molts mediadors inflamatoris, que presenten
una activitat angiogénica directa, també poden estimular de manera indirecta altres cél-lules per
produir factors angiogénics com VEGF. De fet, mediadors proinflamatoris poden donar resposta
angiogénica a través de la induccio de HIF-1o i de l'activitat transcripcional dependent de HIF
(76).

S’ha vist que I'angiogénesi, al seu torn, contribuiria a perpetuar i amplificar I'estat
inflamatori degut a la expressio de molécules d’adhesié (com VCAM-1 i ICAM-1) i quimioquines
en la nova vasculatura hepatica, promovent aixi el reclutament de céllules inflamatories (33).
Per tant, els nous vasos formats gracies a aquesta angiogenesi participarien en les arees amb
inflamacid, localitzades en els tractes portals i septes fibrosos permeten aixi el pas de cél-lules
inflamatories infiltrants capaces de promoure la fibrogénesi (61).

Caldria destacar que, una relacié entre la resposta inflamatoria, I'angiogénesi i la
fibrogénesi quedaria encara més evidenciada pel fet que estratégies terapéutiques
antiangiogéniques resulten en una supressié del desenvolupament de la fibrosi hepatica en
models animals experimentals (58). Alguns exemples serien estudis on ['Us d'inhibidors
angiogénics semisintétics com el TNP-470 (83), d'inhibidors multidiana de receptor tirosina
quinasa com el Sunitinib (inhibidor de VEGFRs i PDGFR) (61) o Sorafenib (inhibidor de VEGFR-
2/R-3 i PDGFB) (21, 80),d’anticossos contra els receptors VEGFR1 i VEGFR2 (67), aixi com I'is
de farmacs que disminueixen I'expressio de proangiogénics com la rapamicina (84, 85), eren
capagos d'inhibir la resposta inflamatoria, 'angiogenesi i la fibrogénesi en fetge de models

fibrotics murins.
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2.2.4 Terapia anti-VEGF: beneficis i problematica

Els nostres estudis previs (17-19, 21) i d’altres grups (20, 42, 52) en diferents models
experimentals d’hipertensié portal i cirrosi han demostrat, no només que l'angiogénesi juga un
paper molt important a la fisiopatologia d'aquestes malalties, sind també que la seva inhibicié té
multiples efectes beneficiosos en models animals d’hipertensié portal i cirrosi. Diferents
estrategies que bloquegen les rutes de senyalitzacio del VEGF i/o del PDGF, com per exemple,
anticossos monoclonals contra el VEGF receptor-2 (17), inhibidors de la fosforilacié de VEGF
receptor-2 (18), inhibidors de VEGF i/o PDGF (19) o inhibidors multiquinasa com el sorafenib, el
qual inhibeix la via de Raf, PDGF, c-kit i VEGF (21) causen una marcada reduccio de la pressio
portal i el flux sanguini esplancnic, una prevencio significativa de la formacié de vasos sanguinis
col-laterals portosistemics, i una millora molt rellevant del dany hepatic, amb reduccié de la
fibrosi hepatica, l'infiltrat inflamatori intrahepatic i la neovascularitzacio intrahepatica del fetge
cirrotic (17-19, 21, 28) (veure Figura 7). Aquestes troballes indiquen que la inhibicié terapéutica
de l'angiogénesi podria ser potencialment util per a reduir la morbiditat i mortalitat en pacients

amb malalties croniques del fetge (28, 56, 86).
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Figura 7: Diferents estratégies antiangiogéniques anti-VEGF. (Adaptat de Choueiri TK et al Semin
Oncol. 2006;33:596-606).
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No obstant, cal tenir en compte en I'lis d’aquestes terapies que VEGF a banda d’estar
implicat en l'angiogénesi patologica de mdiltiples malalties, presenta un paper beneficiés i
essencial en processos fisiologics que es donen en I'adult, en el manteniment de 'homedstasi
vascular, i en la supervivéncia de les cél-lules endotelials en teixits sans. Per aquest motiu és
important considerar les possibles consequéncies d'una excessiva inhibicié de la via de VEGF, la
qual pot produir regressié de vasos preexistents en teixits sans incrementant la mort de les
cellules endotelials dels vasos quiescents (23, 29, 43, 56, 87). De fet, I'us de terapies
antiangiogéniques massa intenses pot ser una de les raons per les quals alguns pacients amb
carcinoma hepatocel-lular desenvolupen certes complicacions com el sagnat de varius i altres
efectes adversos quan son tractats amb inhibidors multiquinases (86, 88). Aquest fenomen
també s’ha observat en pacients amb hepatocarcinoma no-metastic on el tractament amb
I'anticds monoclonal anti-VEGF bevacizumab produeix serioses complicacions de sagnat en un
11% del pacients (89).

Tot i aquests efectes adversos, la majoria de terapies antiangiogéniques avui en dia
estan dirigides a actuar contra VEGF. Com a resultat, no s’aconsegueix la supervivencia de
molts pacients amb cancer a llarg termini ja que molt sovint aquests pacients requereixen
reduccions de dosi i periodes dinterrupcié del tractament, suggerint que les terapies
antiangiogéniques actuals son insuficients i provoquen molts efectes secundaris. Per altra banda,
un altre aspecte a tenir en compte és I'existencia de pacients no responedors a la terapia, o
aquells que inicialment ho eren perd que amb el temps presenten resisténcies, prolongant
d’aquesta manera el periode de supervivéncia perd no la seva recuperacio final (87). A més a
més, molt sovint una terapia antiangiogénica dirigida contra VEGF produeix la sobreexpressio
d’altres factors angiogenics, com serien PIGF, angiopoietina-1 o FGF-2 entre d’altres factors, en
un intent de compensacié del bloqueig, que poden derivar a un augment encara major de
I'angiogénesi en el moment que es deixa la terapia antiangiogenica (24, 29).

Cal doncs trobar noves estratégies terapéutiques que actuin especificament contra
I'angiogenesi patologica, i els nivells patologics de VEGF, sense afectar 'angiogénesi fisiologica,
mantenint el nivells de VEGF necessaris per la homeostasi de la vasculatura preexistent.

2.2.5 Factors antiangiogénics endogens

Les terapies antiangiogeniques usades fins I'actualitat, basades majoritariament en
antagonitzar VEGF, a banda dels efectes perjudicials que hem esmentat en I'apartat anterior, no
son suficients per si soles per inhibir 'angiogenesi per varis factors com: la diversitat endotelial,

la variaci6 de l'expressid del gen que codifica VEGF depenent de teixit, la complexitat
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d’isoformes i receptors de la familia de VEGF, i la implicacié de multiples altres factors en la
cascada antiangiogénica. Per tant, es fan necessaries estratégies alternatives, i una d’aquestes
aproximacions alternatives és augmentar els factors antiangiogenics naturals de I'organisme ja
que generalment I'activacié del fenotip angiogénic depén del balang local entre factors activadors

i inhibidors de I'angiogénesi (90, 91) (Figura 8).

Vasculatura Vasculatura Inadequada
Normal Anormal normalitzada

Figura 8: Diagrama esquematic sobre el balang dels factors angiogénics i antiangiogénics sobre la
vasculatura normal. (Adaptat de Gesternt et al Nat Rev Clin Oncol. 2009 Apr;6(4):229-36).

Tot i que la teoria de la balanga entre factors angiogenics i factors antiangiogenics es
basa en la idea que I'angiogenesi s'inicia quan els estimuladors estan sobreexpressats i els
inhibidors estan disminuits, s’ha d’anar amb compte, ja que sovint 'escenari no és tan simple, i
alguns inhibidors angiogénics estan sobreexpressats en les cél-lules endotelials durant
I'angiogenesi regulant-ne el procés (92).

L’efectivitat de les terapies antiangiogéniques passa per la seva especificitat de manera
que actui sobre els nous vasos associats a la patologia perd mantingui intactes els vasos
preexistents, de forma que es minimitzin els efectes secundaris no desitjats com les hemorragies
de vasos preexistents o0 una inapropiada degradacié de la matriu extracel-lular que envolta els
teixits sans (91).

Els principals avantatges derivats de I'Us terapéutic de factors antiangiogénics endogens
son que no s'espera que activin gens de resistencia a farmacs (fet que ofereix una estrategia
potencial per terapies antiangiogéniques a llarg termini), que sén ben tolerades per 'organisme i
que no s’espera que produeixin efectes adversos toxics com fan altres inhibidors sintétics, a més
a més d’actuar de manera més sensible i especifica (91).

Els factors antiangiogénics endogens sén molt diversos i normalment actuen inhibint la

proliferacio de cel-lules endotelials, induint processos apoptotics, impedint la formacidé de tibuls o
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la migracio de les cél-lules endotelials (93). En general es poden classificar en dos grans
categories: aquells derivats de la proteolisi de metabolits o fragments, el qual esta subdividit en
dos grups (derivat de la matriu extracel-lular o no derivat de la matriu extracel-lular), i un altre
grup de productes génics (94). Alguns exemples de factors antiangiogenics endogens son:
angiostatina, antitrombina (que pertany a la familia de les serina proteases i esta implicat en la
coagulacié de la sang), arrestina i endostatina (fragments derivats de col-lagen), vasostatina,
trombospondines -1 i -2 (TSPs), el receptor soluble 1 de VEGF (sVEGFR1), factor derivat de
pigment d’epiteli (PEDF) i Vasohibin (VASH), entre daltres (93-95). (Figura 9).

Arrestina Angiostatina  Coagulacié

Endostatina : |—Antitromhina

TSPs _|
Matriu |_ SVEGFR1 . Monécits

extracel-lular

Vasohibin

Figura 9: Esquema d’alguns inhibidors angiogénics endogens. Fragments proteolitics de matriu
extracel-lular, inhibidors especifics de teixit i inhibidors derivats d’endoteli. Aquests factors i altres
orquestren el control de I'angiogénesi. (Adaptat de Sato Y, Endothelium. 2006 Mar-Apr;13(2):147-55).

Sén molts pocs els estudis que s’han realitzat sobre la implicacié d'inhibidors
angiogénics endogens en cirrosi i hipertensié portal (96). No obstant, dos factors antiangiogénics
endogens recentment identificats presenten caracteristiques interessants pel seu Us com a
terapia antiangiogeénica en la hipertensié portal i cirrosi.

Un d’aquests factors antiangiogénics és Vasohibin. L'origen de la majoria d'inhibidors
angiogénics descrits fins ara eren extrinsecs a la vasculatura, no obstant, recentment s’ha vist
que les cel-lules endotelials poden produir inhibidors endogens per elles soles. Junt a aquest fet,
no shavia descrit cap factor induit com a conseqiencia d’una resposta especifica,
autoreguladora d'inhibicié per retroalimentacié negativa. En canvi, en el cas de Vasohibin s’ha
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observat que és expressat per les cellules endotelials, esta selectivament induit i sembla
funcionar com un inhibidor altament especific per retroalimentacié negativa en el procés de
I'angiogenesi (Figura 10). Per tant, una estratégia terapéutica basada en Vasohibin representa

un enfocament prometedor, amb menys efectes secundaris i sense efectes en la vasculatura

Inhibicié per
retroalimentacio
negativa

Figura 10: Esquema de mecanisme de inhibicié per retroalimentaci6 negativa VASH1/VEGF.

preexistents (92).

El segon factor descrit és el Factor derivat d’epiteli pigmentari (PEDF, de l'anglés
pigment epithelium derived factor). Aquest s’ha descrit com un antiangiogénic capag d'inhibir la
neovascularitzacié i migracié de les cél-lules endotelials de manera més activa que altres
antiangiogénics com angiostatines, trombospondina-1 o endostatina (97), amb l'avantatge que,
tot i la seva gran capacitat inhibidora, actua només en els nous vasos i no en la vasculatura
preexistent, evitant el col-lapse de la vasculatura normal, hemorragies, i una degradacio
inapropiada de la matriu extracel-lular. (91, 98, 99). A més a més, s’ha vist que I'administracio
terapéutica de la proteina soluble o de la transferéncia génica viral en models experimentals in
vivo és estable i no toxica fet que suggereix PEDF com una eina excel-lent per retardar la
progressio d’'un ampli ventall de malalties neurodegeneratives i de malalties associades el
creixement anormal de vasos en I'ull, en cancers metastatics de varis teixits, entre d’altres (98).
Per altra banda, el fet que PEDF sigui produit de forma endogena i s'expressi ampliament en tot
lorganisme preveu que tindra menys efectes secundaris que altres agents sintétics o que
desenvolupi menys resistencies (100).

A banda d’aquestes caracteristiques, Vasohibin-1 (VASH1) i PEDF presenten funcions
antifibrotiques, antioxidants i antiinflamatories (101-105). Aquest fet els converteix en dianes
terapeutiques atractives pel tractament de malalties com la cirrosi i la hipertensio, on s’ha descrit
anteriorment que aquests processos sén importants.

Per tant, en el present projecte ens hem centrat en l'estudi d’aquests dos factors
antiangiogénics endogens com estratégia alternativa per a la millora de la cirrosi i la hipertensio

portal. A continuacié els descriurem amb més detall.
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2.3 Vasohibin (VASH)

Un dels mecanismes més importants d’autoregulacié de molts processos fisiologics i
patologics és el sistema de control per retroalimentacié negativa (feedback negatiu), i es dona
quan el producte final d'una ruta de senyalitzacié suprimeix el primer factor controlant d’aquesta
manera els seus propis nivells cel-lulars (106). No obstant, no s’havia descrit cap procés de
regulacié de I'angiogénesi seguint aquest mecanisme fins que a 'any 2004 Watanabe K et al es
van plantejar la possibilitat que factors angiogénics com VEGF, fossin capagos d'induir la
produccié de factors antiangiogénics per tal d'inhibir aquesta angiogénesi de manera autocrina
per retroalimentacié negativa (90) (Figura 10).

La sobreexpressi6 fins a una certa concentracié de VEGF indueix la migracio de les
cel-lules endotelials, i després els nivells de VEGF tornen a baixar, fet que fa pensar que en un
cert punt VEGF indueix la seva propia inhibicid per induccié de factors antiangiogenics
endogens. Seguint aquesta hipotesi, Watanabe et al van realitzar un analisi de cDNA per
microarray per determinar quins gens eren induibles per VEGF en ceél-lules endotelials humanes i
van caracteritzar d’aquesta manera el gen KIAA1036 (VASH1). Van observar que era un gen
induible per VEGF de manera dependent de dosi, i que actuava de manera especifica sobre les
cel-lules endotelials (ECs) (90). Aquesta activacié era a nivell transcripcional i no a causa d’una
estabilitzacio del mRNA (107) permetent inhibir els efectes causats per concentracions altes de
VEGF mitjangant un procés de retroalimentacié negativa (90).

A més a més de VEGF, VASH1 també és induible amb la mateixa eficiéncia per un altre
factor angiogeénic, el factor de creixement de fibroblasts-2 (FGF2). Per tant, Vasohibin presenta
activitat antiangiogénica que permet inhibir selectivament la migracio i proliferacio de les cél-lules
endotelials estimulades tan per VEGF com per FGF2 en el lloc de I'angiogénesi tan in vitro com
in vivo (107).

Analitzant la seva estructura es va observar que era una proteina secretada perd de
manera no convencional ja que no presentava peptid senyal classic al seu extrem C-terminal.
Estudis de la seva funcié bioldgica van posar en evidéncia la seva capacitat antiangiogénica
d’inhibicio de la migracid, proliferaci6 i formacid de tubuls tant in vitro, on van observar una
reduccio6 de la formacié espontania d’estructures en xarxa de les cél-lules endotelials HUVEC en
matrigel quan s’afegia proteina recombinant de KIAA1036, com en assajos in vivo, on
s'observaven efectes inhibitoris de I'angiogénesi quan se sobreexpressava VASH1 de manera
exogena. Alguns exemples del seu efecte serien la inhibicid de I'angiogénesi induida per FGF2
en la cornia de ratolins on se sobreexpressa VASH1, o la inhibicié de la formacié de vasos en
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assajos d'angiogénesi in vivo en membranes corioalantoiques de pollastre (CAM) on Ila
introduccié de vectors adenovirals que codificaven per VASH1 retardaven la formacié de vasos
respecte el control LacZ (90).

D’'aquesta manera s'identificava un inhibidor de I'angiogénesi que a diferéncia dels
antiangiogénics descrits fins el moment, s’expressava de manera intrinseca per les cél-lules

endotelials (108) i era induible per factors angiogénics (90).

2.3.1 Estructura, gens homolegs i isoformes de Vasohibin

El gen de la Vasohibin humana es localitza al cromosoma 14q24.3, consisteix en 8
exons i 7 introns, i codifica per una proteina de 365 aminoacids. EI VASH1 de ratoli presenta una
identitat de més del 90% en la sequéncia d’aminoacids amb el VASH1 huma, indicant la seva
alta conservacio entre espécies (90). No obstant, hi ha una forma menor d’splicing alternatiu en
humans que li manca els exons 5i 8 (109).

Si es realitza un analisi de les modificacions post-traduccionals de VASH1 a partir d'un
extracte proteic de cel-lules endotelials HUVEC es poden identificar quatre isoformes per la
tecnica de Western blot: dues bandes majoritaries de 42 i 36 kDa, i dues minoritaries de 32 i 27
kDa. D'aquestes, la forma majoritariament secretada és la isoforma de 42 kDa, mentre que les
isoformes 36 i 27 kDa s’acumulen dins la cél-lula endotelial. Una de les caracteristiques dels
factors que regulen I'angiogenesi com VEGF i FGF2 és la seva capacitat d’unié als proteoglicans
heparan sulfats associats a la superficie cel-lular i a la matriu extracellular, a través de les
regions basiques. D'aquesta manera aquests factors queden retinguts en la matriu extracel-lular
per la unid6 amb aquests heparan sulfat funcionant com un lloc d'emmagatzematge de factors
angiogeénics (46). S’ha vist que VASH1 també presenta aquesta activitat d’'unio a heparan sulfat,
sent el domini basic del C-terminal essencial per la seva afinitat a 'heparan, aixi com essencial
per I'efecte antiangiogénic de VASH1, i que son les isoformes de 42 i 36 kDa les que inclouen
aquest domini basic C-terminal (110). L’heparan sulfat promou la interaccié entre factors
angiogenics i els seus receptors en cél-lules endotelials, i per tant, la concentraci¢ local de
heparan sulfat i la seva interaccio amb promotors i inhibidors de I'angiogénesi és important per
modular el procés angiogénic (98).

Existeix un gen homoleg a VASH1, que s’ha anomenat VASH2 amb una sequéncia de
355 aminoacids. La homologia entre les sequiéncies d’aminoacids d’'ambdds gens és d'un 52,5%.
El gen de la Vasohibin-2 és FLJ12505 i esta composat per 8 exons i 7 introns localitzats al

cromosoma 1g32.3 en humans (108) .
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Els primers estudis sobre les funcions d’aquest gen homoleg, van determinar que tan
VASH1 com VASH2 presentaven efectes antiangiogenics semblants tan en assajos in vivo en la
formaci6 de neovasos, com in vitro en la formaci6 de xarxes en matrigel. No obstant, VASH2
s’expressa en les cél-lules endotelials a un nivell menor que VASH1 i no és induible pels
mateixos factors que VASH1 ni tampoc se sap si comparteixen la mateixa ruta de senyalitzacié.
De la mateixa manera que VASH1, VASH2 no presenta cap péptid senyal a 'extrem C-terminal
tot i que també és secretat (108). No obstant, el perfil d'expressio de VASH1 i VASH2 és
completament diferent suggerint que les cél-lules que expressen VASH1 i VASH2 sén diferents
(111) (Figura 10). Estudis posteriors, han descrit perd que Vasohibin-1 i Vasohibin-2 presenten
una localitzacio diferent i a més a més tenen funcions oposades i complementaries (112). De fet,
estudis recents sobre I'expressidé d’ambdds factors, VASH1 i VASH2, han demostrat que
presenten un patré espaciotemporal diferent. VASH1 esta present a les cél-lules endotelials no
proliferatives quan I'angiogénesi esta finalitzant, a la zona terminal, perd en canvi s'expressa
lleument al front d’sprouting. Mentre que VASH2 s'expressa principalment en les cél-lules
mononuclears derivades de medul-la 6ssia (MNC,de 'anglés marrow-derived mononuclear cells)
al front d’sprouting i en canvi s’expressa lleument a la zona terminal (112).

Quan es va estudiar I'efecte de VASH1 i VASH2 exdgens sobre I'angiogénesi, es va
observar que quan es transferia VASH1 mitjangant vectors adenovirals que contenien el gen de
VASH1 huma en ratolins, aquest era capag d'inhibir 'angiogénesi en el front d’sprouting, perd no
influia en la vascularitat a la zona terminal. Aixo implica que tot i que VASH1 endogen no sigui el
principal regulador de la frenada de I'sprouting, quan s’aplica exdgenament aquest és capag
d’inhibir 'angiogénesi al front d’sprouting on el VASH1 endogen és escas, i en canvi tingui poc
efecte a la zona terminal on el VASH1 endogen ja és abundant. En el cas de la transfecci6
mitjangant adenovirus de VASH2, aquest no causava canvis en el front d’sprouting, pero sostenia
l'augment de vascularitat en la zona terminal. Aquests efectes oposats de VASH1 i VASH2 van
ser confirmats in vitro per transfeccions en cél-lules endotelials (ECs). Per tant, VASH1 i VASH2
controlen la promocié i terminacié d’angiogénesi de manera complementaria, i a més a més
tenen diferents punts d’accié depenen si la seva expressidé es dona de forma endogena o
exogena (112).
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Figura 11: Actuaci6 de la proteina exégena o endogena de VASH1. (Adaptat de Sato Y, Eur Cytokine
Netw. 2009 Dec;20(4):220-4).

Es creu que VASH1 i VASH2 deuen tenir el mateix receptor (tot i que aquest encara no
ha sigut identificat) i que per tant, VASH2 sigui un agonista lleu que antagonitza VASH1 en

certes condicions (112).
2.3.2 Expressid i regulacié de Vasohibin

VASH1 s’expressa tan al nucli com el citoplasma de les cel-lules endotelials (109). No
obstant, estudis posteriors han demostrat que VASH1 no només s’expressa en cél-lules
endotelials sind que també s’expressa en altres tipus cel-lulars com per exemple en cél-lules
mare hematopoétiques del moll de I'és (de I'anglés, bone marrow hematopoietic stem cells)
(113), i en muscul estriat, on s’ha observat una major expressio en els musculs menys
vascularitzats definint VASH1 com a regulador de I'angio-adaptacié del muscul en situacions tan
fisiologiques com patologiques, entre d'altres (114).

Actualment, es coneix poc sobre el mecanisme de regulacié de Vasohibin. No obstant, hi
ha indicis que indicarien que I'activacié de VASH1 endogen induida per VEGF es donaria via el
receptor VEGFR2 i no per VEGFR1, i si mirem més avall de la via, més concretament a través de
PKCS. Es interessant observar que PKCS és la isoforma que causa resposta antiangiogénica en
les céllules endotelials, ja que s’ha observat que quan es transfecten els gens de PKCo 0 PKCS
en les cél-lules endotelials de la microvasculatura de rata, el PKCo. exerceix un efecte

proangiogénic, mentre que el PKCo presenta un efecte antiangiogénic (115). A més a més, la
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sobreexpressio de PKCS en cél lules endotelials sinusoidals hepatiques de rata promou la seva
apoptosi de manera independent de VEGF (116). Aquests fets podrien fer pensar que els
efectes antiangiogénics de PKCS en céllules endotelials com ara les sinusoidals de rata,
podrien ser derivats en part per induccié de Vasohibin. Per altra banda, factors com TNFa, IL1 i
IFN s’ha vist que redueixen I'expressié de Vasohibin induida per VEGF (107).

S’ha identificat una proteina d’unié tant a VASH1 com a VASH2 amb dominis colied-coil
utilitzant la técnica de 'analisi de doble hibrid de llevat (de I'anglés, yeast two hybrid analysis). Es
tracta d’'una proteina composada per 66 aminoacids i que han anomenat SVBP, (proteina petita
d’'unié a Vasohibin, de 'angles Small Vasohibin Binding Protein) (117). De la mateixa manera
que VASH1 i VASH2, SVBP no presenta cap sequéncia senyal classica a la regié C-terminal, i el
seu mRNA s’expressa de manera constitutiva. L’analisi de les funcions de SVBP revela que
s'uneix formant heterodimers amb les Vasohibines dins les cél-lules, on sha vist que
col-localitzen, i aquesta unié facilita la secrecié de VASH. S’ha observat que la inhibicié de SVBP
impedeix la secrecié de VASH, fent que les Vasohibines que es mantenen dins la cél-lula siguin
poliubiquitinitzades i degradades via proteosoma. Per aquest motiu, es creu que SVBP augmenta
I'estabilitat de VASH, prevenint la seva ubiquitinacié. SVBP actuaria doncs com a xaperona que
regula la secreci6 de VASH en les cél-lules endotelials i que contribueix a [lactivitat
antiangiogenica de VASH1 (117).

Recentment s’ha descrit que VASH1, a més a més de ser un factor antiangiogénic,
també podria ser un factor antioxidant que protegeix les cél-lules endotelials de I'estrés oxidatiu
via l'activacié de les proteines dismutasa de superoxid (SOD2) i sirtuina (SIRT1), les quals
disminueixen els nivells de ROS (101). Com s’ha descrit anteriorment, I'estres oxidatiu és un dels
factors inductors de I'angiogenesi en multiples patologies, entre elles la cirrosi i hipertensio portal,
(34-36), per aquest motiu es podria pensar que una de les funcions del VASH1 endogen es
frenar aquesta angiogénesi induint I'expressié de factors antioxidants que frenarien una
neovascularitzacio patologica.

Per altra banda, un dels altres factors implicats en I'angiogénesi és el factor de
transcripcié inductor de VEGF per hipoxia, HIF-1o.. En relacié a aquest fet, s’ha descrit que
Vasohibin podria en algunes situacions exercir el seu paper com a regulador per retroalimentacid
negativa de I'angiogenesi a través de la degradacio del factor de transcripcié HIF-1o. Vasohibin
elevaria els nivells de PHD (de I'angles, prolyl hydroxylase), el qual regula la prolil hidroxilacié de
HIF i en desencadenaria la seva ubiquitinacié i degradacié mitjangant proteosoma, d’aquesta

manera inhibint la proliferaci6 de les cél-lules endotelials (118).
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2.3.4 VASH1 en diferents patologies

VASH1 presenta una activitat antiangiogénica en diferents situacions patologiques (111)
com és el cas de creixement de tumors (119-122), arteriosclerosi (123), degeneracié macular
depenent de 'edat (AMD, de 'anglés age dependent macular degeneration), neovascularitzacio
de la retina i retinopatia diabetica (124, 125), entre d’altres. No obstant, malgrat la preséncia de
factors antiangiogénics, com VASH1, en aquestes malalties es continua donant una angiogénesi
patologica. Aquest fet és indicador que els factors promotors d’aquesta angiogénesi sén massa
forts per ser controlats pels inhibidors angiogénics endogens. No obstant, quan se suplementa
d’'una manera exdgena una quantitat suficient d’antiangiogénic, llavors aquest si que és capag de
frenar I'angiogénesi patologica, com és el cas de la suplementacié de Vasohibin en 'angiogénesi
tumoral (122) o la arteriosclerosi (123), la qual cosa implica possibles aplicacions cliniques
d’aquesta sobreexpressio.

2.3.4.1 En arteriosclerosi

La formacié de la capa neointima dels vasos és causa fonamental de I'estrenyiment de
les artéries per diverses situacions que inclouen larteriosclerosi i la restenosi. L'analisi de
I'expressié de VASH1 en la paret de les artéries ha demostrat que hi ha més expressié en les
arteries amb lesions arteriosclerotiques que en artéries normals, i que la sobreexpressié exogena
de VASH1 a través de vectors adenovirals redueix significativament la formaci6 de la capa
neointima de vasos, la infiltracié de macrofags i 'angiogénesi a I'adventicia en el model de

col-locacio de bragalet a I'artéria femoral de ratolins (123).

2.3.4.2 En cancer

VVASH1 presenta un efecte antiangiogenic i és bon marcador pronostic en molts cancer
com en cancer de mama (119, 120, 126), en cancer de cervix (127), en carcinoma urotelial del
tracte urinari superior (128), en hepatocarcinoma (129) i en carcinoma de cél-lula renal (130).

Es ben conegut que en tumors hi ha un augment de factors angiogénics com VEGF o
FGF-2, els quals indueixen I'expressié VASH1 en les cél-lules endotelials dels vasos sanguinis
tumorals. Aquesta expressié facilita la terminacio de I'angiogénesi del tumor tot i que no és capag
de bloguejar-la en Tinici. No obstant, en un model de melanoma en ratoli es va observar que
quan VASH1 se subministrava de manera exogena, si que era capag de reduir I'area vascular

dels tumors i la formacié de vasos grans (131).
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Un efecte semblant es va observar també en ratolins BALB/c on se'ls introduien cél-lules
d’hepatocarcinoma com a tumor primari, i que posteriorment la injecci6 per via vena de la cua de
vectors adenovirals que expressaven VASH1 (AdVASH1), suposava una reduccio significativa de
la vascularitzacié tumoral, i com a consequéncia del volum del tumor, en comparacié amb els
ratolins control on se’ls havia injectat AdLacZ. Aixd indicava una potent inhibicié de I'angiogénesi
tumoral per part de VASH1 exogen (122).

A banda de [lefecte antiangiogénic de VASH1, també s’ha observat que la
sobreexpressio  exogena de VASH1 mitjangant adenovirus presenta un efecte
antilimfoangiogénic en un model de xenodgrafs tumoral en ratoli on se li ha inoculat una linia
cellular de cancer de cél-lula no-petita de pulmé com a tumor primari, amb l'avantatge que
VASH1 no té efecte en la vasculatura normal (ni en vasos limfatics ni en sanguinis) (132). Lligat
amb aquestes observacions, en un altre estudi d’angiogenesi tumoral en models animals s’ha
observat que el VASH1 endogen esta expressat en les cél-lules endotelials tumorals amb la
finalitat d’acabar 'angiogénesi tumoral i que quan se suplementa de manera exogena, VASH1 es
capag de inhibir 'angiogénesi ja en els seus inicis, madurar els vasos restants i incrementar els
efectes antitumorals de la quimioterapia. A més a més, en ratolins knockout per VASH - el
creixement tumoral era major i amb una area vascular més gran en comparacié amb els ratolins"t
control (121).

Aquests resultats semblen indicar que la sobreexpressié de VASH1 usant adenovirus
recombinants com a terapia antiangiogénica pot prevenir I'angiogenesi tumoral i el creixement
del tumor sense efectes secundaris aparents. Aixo és gracies a que 'efecte de Vasohibin exogen
és suficient per inhibir les cél-lules endotelials en I'angiogénesi tumoral, pero no per inhibir el
procés d’angiogénesi que es produeix en condicions fisioldogiques (133). Aquesta manca d’efecte
en 'angiogenesi fisiologica quedaria evidenciada pel fet que en un model de cicatritzacié cutania
en el dors de ratolins la sobreexpressio exogena de VASH1 mitjangant adenovirus no presentava
cap diferéncia de cicatritzacid en comparacié amb els controls injectats amb AdLacZ. A més a
més, tampoc es veien efectes en el pes, en el comportament global, rendiment neuromuscular o
en 'hematopoesi d’aquests ratolins, indicant la falta d’efecte de I'adenovirus sobre la fisiologia de
lanimal (122). Aixi doncs, aquest estudi indicaria que els tractaments amb adenovirus
recombinant de Vasohibin poden ser una estratégia potencial com a terapia contra I'angiogénesi

tumoral en clinica, sense afectar la vasculatura normal (122).
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2.3.4.3 En patologies de I'ull

La neovascularitzacié de la cornia és una malaltia en qué es perd el privilegi immune
de la cornia produint disminucié visual. Aquesta es basa en un creixement intern de nous vasos
sanguinis i es creu que és a causa d'un desequilibri entre factors angiogénics i antiangiogénics.
S’ha observat en un model de ratoli de neovascularitzacié de la cornia que la sobreexpressié de
VASH1 mitjangant un vector adenoviral redueix significativament la neovascularitzacio patologica
(134).

En la retinopatia isquémica, usant un model muri on es produeix isquémia a la retina
han observat que la inhibicid de Vasohibin causa un increment de la neovascularitzacié de la
mateixa perd que en canvi, en el mateix model, una suplementacié mitjangant una injeccio
intraocular de proteina recombinant o un vector adenoviral que expressi Vasohibin té un efecte
supressor de la neovascularitzacio (125).

En pacients amb retinopatia diabética proliferativa (PDR, de I'angles proliferative
diabetic retinopathy), a causa d’'una situacié d’hipoxia és donen processos angiogénics per un
augment de varis factors de creixement, entre ells VEGF. S’ha observat en aquests pacients, una
expressid més elevada de VASH1 en comparacié amb pacients control. Per tant, hi hauria una
correlacio entre I'expressio de VEGF i de VASH1 suggerint un paper de VASH1 com a element
de fre de I'angiogénesi que es dona durant el procés d’aquesta malaltia. D’aquesta manera, i a
partir dels resultats obtinguts en injectar per via intraocular VASH1 recombinant en retinopatia
isquémica, és podria considerar VASH1 com un bon candidat per el tractament també de la
retinopatia diabética (124).

Tots aquests resultats suggeririen un paper rellevant de VASH1 endogen en la frenada
de la neovascularitzacio de I'ull i que una sobreexpressio exdgena del mateix podria ser

beneficiés en situacions on es déna neovascularitzacié patologica ocular.

2.3.4.4 En fibrosi pulmonar

En la progressiéd de la fibrosi pulmonar, tenen un paper fonamental els processos
angiogeénics i de remodelacié vascular en el pulmo.

En un estudi recent, s’ha observat que la sobreexpressié de Vasohibin mitjangant
adenovirus en ratolins amb fibrosi pulmonar induida per bleomicina, tan en una fase d'inflamacio
inicial com en fases fibrotiques tardanes, dona un efecte atenuant de la fibrosi mitjangant la
inhibicié de l'angiogenesi per disminucié de I'expressié de VEGF. A més, es va veure una

reduccié de la infiltracio de limfocits, de la secrecié de citoquines i de la proliferacié de
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fibroblasts, tot i que en aquest estudi no es descriuen quins serien els mecanismes responsables
(135).

2.3.4.5 En nefropaties

En un model de nefropatia diabética de tipus | de ratoli s’ha demostrat que la
sobreeexpressio de VASH1 a través de la injecci6 intravenosa d'un adenovirus AdVASH1 millora
les alteracions renals caracteristiques d’aquesta malaltia, entre elles una disminucié de l'area
glomerular endotelial CD31+, de la infiltraci6 de mondcits/macrofags, de l'acumulacio de
col-lagen tipus IV, aixi com de I'expressié del factor profibrotic TGFB en comparacié amb els
ratolins diabetics tractats amb AdLacZ (136). Aquests efectes també s’observen en un model de
nefropatia diabética de tipus Il utilitzant el ratoli obeés amb diabetis de tipus Il (137).

2.4 Factor derivat de I'epiteli pigmentari (PEDF)

El factor derivat de I'epiteli pigmentari, PEDF (de I'anglés Pigment Epithelium-Derived
Factor), també anomenat SERPINF1 (de I'anglés serine proteinase inhibitor clade F member 1),
va ser descrit inicialment com un factor neurotrofic secretat per les cél-lules epitelials de la retina
(138-140). No obstant, posteriorment, Dawson D.W et al (97) el van descriure també com a un
potent inhibidor endogen de I'angiogenesi.

En condicions fisiologiques normals, existeix una activitat antiangiogénica en la cornia i
la retina que permet que la vasculatura d’aquests compartiments de l'ull es mantingui quiescent.
La pérdua d’aquesta situacié de quiescencia, i per tant, activacio de la neovascularitzacio,
produeix diverses malalties oculars que poden desencadenar ceguera. Dawson D.W et al van
realitzar un estudi per identificar factors antiangiogénics en l'ull regulats pel gen de supressio
tumoral de retinoblastoma (Rb). L’analisi de les proteines sobreexpressades en aquest context
va permetre identificar una proteina d’'uns 50 kDa anomenada PEDF. Aquesta era capag d'inhibir
potentment la neovascularitzacié en la cornia de rata in vivo, i era capag d'inhibir la migracio de
les cel-lules endotelials de forma dependent de dosi in vitro de manera més activa que altres
antiangiogénics com angiostatines, trombospondina-1 o endostatina. Per altra banda, van
observar que I'absencia de PEDF per neutralitzacié amb un anticos anti-PEDF induia la formaci6
de nous vasos en la cornia de rata tot i 'abséncia d'inductors angiogénics. A més a més, PEDF
inhibia la migracio6 de les cél-lules endotelials induida per factors angiogenics com PDGF, VEGF,
IL-8 i aFGF, tot suprimint la proliferacio cel-lular i induint apoptosi de les cél-lules endotelials dels

neovasos en formacio sense afectar els vasos preexistents ja madurs (97).
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PEDF s’expressa durant el desenvolupament embrionari suggerint que pot estar
involucrat en el patr6 cel-lular i en la vasculogenési inicial, a causa de la seva capacitat d’uni6 a
la matriu extracel-lular, fet que li permet participar en la definicié del desenvolupament dels vasos
(91). En adults, PEDF és sintetitzat per un ampli ventall d'drgans incloent sistema nerviés central,
cervell, medul-la espinal, retina, muscul esquelétic, 6s, cor, placenta, testicles, ovaris i
especialment fetge (tan fetal com en adult) (141, 142). Alguns d’aquests organs secreten el
PEDF al torrent sanguini, on el trobem a una concentracié considerable de 100 nM, fet que
permet que aquest sigui purificable de plasma huma (143). A nivell cel-lular, s'expressa en
fibroblasts quiescents per mantenir 'homeostasi de la vasculatura, en cél-lules endotelials i en

cél-lules epitelials pigmentades de la retina entre d’altres (144).

2.4.1 Estructura i homologies de PEDF

PEDF és una glicoproteina secretada de 50 kDa la qual presenta homologia tan en la
sequiencia com en ['estructura secundaria i terciaria amb la familia de les serpines (proteines
inhibidores de les serina proteases). No obstant, PEDF pertany al subgrup de serpines que no
inhibeixen les proteases (91, 142, 145, 146).

La proteina de PEDF humana esta constituida per 418 aminoacids, codificats per un sol
gen que se situa en el cromosoma 17p13.3. Aquest presenta 8 exons i 7 introns amb una alta
conservacio en la filogenia (142). Com altres serpines, conté una regio anomenada Reactive
Center Loop (RCL). Tot i que no se sap ben bé quina és la seva funcid, es creu que aquesta
regio és una diana per a la interacci¢ inicial amb altres factors i molécules de la matriu
extracel-lular i de control del sistema del reticle endoplasmatic (ER) que poden augmentar
I'efecte antiangiogenic de PEDF i les seves funcions neuroprotectores permetent-ne la seva
secrecio (147). Per altra banda s’ha identificat una seqiéncia senyal de secrecio altament
conservada entre espécies de naturalesa hidrofobica que permet el seu transport i secrecié per
mecanismes convencionals dependents del ER/Golgi, fet que indica que les principals funcions
es donen en compartiments extracel-lulars o a la superficie de la cél-lula diana. No obstant,
sembla ser que també presenta una senyal de localitzacié nuclear (NLS) i una glucosilaci6 a
I'extrem C-terminal, i que per tant, a part de la seva secreci6, PEDF pot migrar al nucli per
desenvolupar funcions com diferenciacid cel-lular i regulacié especifica del procés de cicle
cel-lular com ara la transicié de G1 a Go. En efecte, PEDF s’expressa en estadis de Go del cicle

cellular, tot i que es perd en senescencia de fibroblasts, i augmenta la supervivencia i
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diferenciaci6 de les neurones en cultiu. Per aquest motiu PEDF també se I'ha anomenat EPC-1
(de 'anglés, Early Population Doubling cDNA-1) (148).

La seva estructura cristal-lina mostra un unic motiu inhibidor serpina proteasa i uns
dominis d’'unié a heparina i col-lagen, els quals son importants per les seves funcions
antiangiogéniques (91, 142, 145, 146) (Figura 12).

Dominis d’unié a col-lagen i a heparina. La capacitat d’'unié de PEDF a heparina o a
col-lagen es ddna gracies a que presenta una carrega asimétrica. Per una banda, té una part
amb alta densitat de residus basics (positius) que interaccionen amb heparina i
glicosaminoglicans, mentre que en el costat oposat hi ha una area rica en residus acids, com el
glutamic i 'aspartic, carregada negativament que permet la uni6 per interaccions ioniques amb
les arees carregades positivament de les molecules de col-lagen de tipus I, i amb menys afinitat
a les de col-lagen tipus Ill i tipus I, per aquest ordre (149). Aquesta unié a col-lagen permet que
hi hagi un reservori de PEDF a la matriu extracel-lular d’algunes cél-lules que pot ser clau en la
regulaci6 de la biodisponibilitat de PEDF i és essencial per a les seves activitats
antiangiogéniques i neurotropiques (143, 150, 150, 151).

Pel que fa al lloc d’uni6 a heparina que presenta PEDF, com passa amb altres serpines,
també és important per a la seva activitat antiangiogénica (98, 145, 146, 152). Aixd és degut a
que la uni6 de PEDF a heparina li produeix un canvi conformacional que podria permetre
I'exposicid de I'epitop involucrat en la uni6 al receptor (el qual no esta plenament identificat), i
que per tant podria regular les interaccions amb els receptors de membrana cel-lular, com a

minim en cel-lules de retinoblastoma (153, 154).

Llocs d'unic & heparina Llocs dunié a collagen

(carrega positive] (cérrega negaliva)

Activitat neurctdpica |

Activitat antiangiogenica ; oy
diferenciacio cel-lular

| apoptosi cel ular

Figura 12: Diagrama esquematic dels dominis funcionals de PEDF (Adaptat de Ek ET et al Mol
Cancer Ther. 2006 Jul;5(7):1641-6).
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2.4.2 Regulacid, senyalitzacié i funcié de PEDF

PEDF esta associat a molts processos bioldgics importants: antitumorals,
antiangiogénics, neurotrofics, neuroprotectors i de vasopermeabilitat, aixi com antiinflamatoris i
antioxidatius (91, 97, 98, 155, 156). Actualment, existeixen evidéncies que indiquen que hi ha
regions separades en PEDF que porten a terme les seves dues funcions principals:
neuroprotectora i antiangiogénica, respectivament (98) (Figura 12).

Tot i que no s’ha identificat la via d’actuaci6 de PEDF, s’han proposat diferents
mecanismes d’accio. Analitzant els estudis realitzats fins ara semblaria que les vies per les quals
PEDF senyalitza neurones i cel-lules endotelials activades per VEGF involucrarien principalment:
1) la via Akt/NFkB, la qual esta lligada amb la neuroproteccio, 2) la via de MAPK, la qual esta
associada amb la diferenciacio i proliferacio, i 3) la via de les caspases i la via de mort cel-lular
Fas/FasL, les quals estan relacionades amb els seus efectes apoptotics, tot i que també s’han
observat efectes apoptotics de PEDF independents d’aquestes vies (91, 98).

Funcié antiangiogénica. Tot i que no esta clar quines son les vies implicades en els
efectes antiangiogénics de PEDF, alguns autors han proposat possibles mecanismes descrits
breument a continuacio.

Existeixen estudis que indicarien que I'efecte antiangiogénic de PEDF seria per una
banda per la seva acci6 sobre la ruta de senyalitzacié de VEGF, i la seva capacitat d'inhibicié de
la migraci6 cel-lular induida per varis factors angiogénics com bFGF, PDGF, IL-8 o0 aFGF (97); i
per laltra, a través de la seva capacitat d'induccié de I'apoptosi de les céllules endotelials
proliferants (157, 158).

Aquest efecte antiangiogénic de PEDF a través de I'actuacié sobre la ruta de VEGF s’ha
demostrat en varis estudis. Per exemple, en una linia cel-lular d’osteosarcoma es va observar
que l'adicio de la proteina de PEDF de manera exogena disminuia VEGF tan a nivell de mRNA
com de proteina, suggerint una possible inhibicié de 'angiogenesi tumoral per part de PEDF
(159). En un altre estudi, usant un assaig in vitro amb cél-lules endotelials de pulmo deficients en
PEDF (PEDF-/-) es va veure una capacitat de migracié major d’aquestes cél-lules aixi com un
augment de l'expressié de VEGF, VCAM-1 i iNOS, amb un concomitant increment de la
produccié de NO, sense afectar pero I'expressio dels receptors VEGFR1 i VEGFR2 (160).
Aquest efecte de PEDF sobre I'expressié de VEGF també es va observar en patologies com la
retinopatia diabética (caracteritzada per una disminucié de PEDF), on la sobreexpressio exdgena

de la proteina de PEDF inhibia els nivells de VEGF induits per hipdxia en les cél-lules endotelials
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de la retina. No obstant, cal destacar que només tenia tal efecte en condicions patologiques pero
no en condicions fisiologiques, indicant que PEDF té un paper important en el manteniment de
nivells normals de VEGF a la retina (156).

Altres autors han proposat un mecanisme de PEDF d'inhibici6 de [l'angiogénesi
mitjancant la induccié d'un tall a l'extrem C-terminal del receptor VEGFR1 en el domini
transmembrana. Aquest tall es donaria per accié de la y-secretasa, I'activitat de la qual s’ha vist
augmentada per PEDF, fent que el domini intracel-lular del receptor s’alliberi de la membrana
plasmatica i no es pugui translocar al nucli impedint-ne aixi la cascada de senyalitzacio. Es
interessant destacar que aquest mecanisme antiangiogénic de PEDF només es produeix en
preséncia de VEGF. Aixd és degut a que la uni6 del VEGF al VEGFR1 indueix un canvi
conformacional en el receptor el qual és necessari perqué la y-secretasa pugui proteolitzar-lo
(161). També s’ha observat que PEDF pot inhibir la fosforilaci6 de VEGFR1 (161), aixi com
disminuir la fosforilacié del VEGFR2 en cél-lules endotelials HUVEC en cultiu, reduint d’'aquesta
manera l'activitat angiogénica de VEGF(98). Més endavant, han demostrat que PEDF també
regula la permeabilitat vascular induida per VEGF, tan in vitro com in vivo, prevenint la
dissociacid de les unions estretes i les unions adherents entre les cél-lules endotelials via -
secretasa per translocacio dels VEGFRs (162).

Per altra banda PEDF podria presentar una funcié antiangiogenica a través d’'un efecte
apoptotic. Quan hi ha un estimul angiogénic (per exemple; VEGF, bFGF o IL-8), les cél-lules
endotelials expressen el receptor Fas (també conegut com a CD95). D’aquesta manera les
cellules endotelials proliferants queden marcades per tal de sensibilitzar-les a 'apoptosi quan
s'expressi el seu lligand FasL (CD95L). Factors inhibidors de I'angiogénesi com TSP-1 i PEDF
indueixen un increment de I'expressié d’aquest lligand FasL; induint d’aquesta manera I'apoptosi
de les céllules endotelials noves que migren sota la influéncia de factors proangiogenics, les
quals expressen nivells relativament alts del receptor Fas, i per tant, son les primeres en entrar
en apoptosi (155, 163). En canvi, en les cél-lules endotelials madures, el receptor de Fas
normalment s’expressa a nivells més baixos, i per tant, aquestes cél-lules estan protegides de
I'apoptosi induida per PEDF (155, 163). A més a més, PEDF reduiria I'expressié de l'inhibidor de
I'apoptosi c-FLIP (163, 163). No obstant, s’ha observat que en un model muri de retinopatia amb
ratolins deficients en Fas o FasL, PEDF encara és capa¢ d'inhibir la neovascularitzacio, i per
tant, es postula que ha d’haver també altres vies implicades en I'apoptosi de les cel-lules
endotelials a més a més de la via Fas/FasL, com a minim pel que fa a retinopaties isquémiques
(164).
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Un altre mecanisme proposat és que la induccié de I'apoptosi que s’ha observat en
cel-lules HUVEC in vitro per part de PEDF, esta associada a I'activacio6 de la proteina p38 MAPK,
mitjangant la seva fosforilacié. Un cop p38 MAPK esta activada, aquesta proteina regula el tall de
multiples caspases com la caspasa 3, 8 i 9 induint aixi 'apoptosi. Per tant, 'accié apoptotica de
PEDF seria dependent en part de 'activacié de caspases, les quals es veuen augmentades amb
I'expressié de PEDF via p38 MAPK (98, 158).

Es important destacar que aquest efecte proapoptotic s'ha descrit ampliament perd que
en altres tipus cel-lulars (no endotelials) PEDF podria tenir inclus efectes antiapoptotics (102,
165).

Funcions antifibrotiques. També s’ha descrit una funcié de PEDF antifibrotica en
diferents patologies gracies a el seu paper regulador de la quiescencia dels fibroblasts (148, 166-
169) que el fan un factor d’estudi atractiu en la cirrosi i hipertensié portal a causa de la
importancia que tenen els processos fibrotics en el desenvolupament d’aquestes malalties. A
continuacio en descriurem alguns exemples.

Per una banda, es va observar que la sobreexpressié mitjangant vectors adenovirals de
PEDF en un model de rata amb nefropatia diabética millorava la fibrosi i la proteindria del ronyo
d’aquests animals a través d’una disminucié significativa dels nivells de fibronectina, aixi com de
I'expressio i funcio dels factors profibrotics TGF-B1 i CTGF. A més a més, també es va observar
que la sobreexpressié de PEDF augmentava un dels principals factors degradadors de matriu
extracel-lular, la metal-loproteinasa-2 (MMP-2) (167). De manera similar, en un model d'infart de
miocardi agut, la sobreexpressié de PEDF reduia la fibrosi cardiaca a través de la disminuci6 de
TGF-B1 i de I'expressio de col-lagen de tipus Ill, millorant d’aquesta manera I'ejeccio ventricular
esquerra (102). Aquests efectes antifibrotics també es van observar en dos models de fibrosi
hepatica primerenca en ratoli, mitjangant tractament amb CCls i tioacetamida respectivament, on
van veure que una sobreexpressié de PEDF mitjangant virus adeno-associats de PEDF millorava
la fibrosi hepatica per una disminucié d'a-SMA i MCP-1, suprimint I'activacio de les HSC per via
de la induccié de PPARY i induint-ne I'apoptosi (169).

Per altra banda, en un model de pancreatitis de ratoli, el qual esta associat a processos
fibrotics, es va observar que I'expressi6 de PEDF augmentava en animals amb pancreatitis
induida, en comparacié als grups control, i que aquesta expressié augmentada era encara més
elevada en ratolins que havien consumit una dieta amb etanol. A més a més, es va observar que
la manca de PEDF en ratolins PEDF-null produia un augment de I'expressio d'a-SMA i de

factors profibrogénics com TGF-1, PDGF, col-lagen | i FGF2, promovent d’aquesta manera una
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fibrosi més primerenca en comparacié amb els ratolins control PEDF, després de la induccid
de la malaltia. Malgrat aix0, en aquests ratolins PEDF-null no es veia impedida la degradacié de
fibra en etapes més avancades. A més a més, I'abséncia de PEDF s’associava amb I'expressié
augmentada de TSP-1, factor activador de TGF-1, amb capacitat d’unié a col-lagen i regulador
d’angiogénesi. Aquests resultats indicarien que Ihabilitat d’inhibici6 de processos profibrotics
podria ser regulada en part per la supressié de TSP-1, suggerint que PEDF podria tenir funcions
com a protector en pancreatitis experimental, i en altres malalties caracteritzades per una
resposta fibrotica, actuant com una mesura compensatoria per inhibir aquesta fibrogenesi (170).

No obstant, en casos com la fibrosi pulmonar idiopatica o la glomerulonefritis, a
diferencia d’altres patologies on un excés d’angiogenesi esta associat a processos fibrotics, han
observat que una angiogénesi reduida esta associada a una resposta fibrotica progressiva (171,
172). En el cas de la fibrosi pulmonar idiopatica, han descrit una densitat vascular regionalment
disminuida amb una elevada expressié de PEDF i una disminuci6 de VEGF en els focus fibrotics
(llocs on es dona una sintesi activa de matriu i una densitat vascular baixa). Aquesta expressio
augmentada de PEDF esta lligada a un expressio elevada de la citoquina profibrogénica TGF-f3 i
d'a-SMA en els focus fibrotics, ja que aquesta estimula I'expressié de PEDF en els fibroblasts, i
per tant podria ser un dels reguladors de PEDF durant el procés fibrotic en la fibrosi pulmonar
idiopatica (171). En el cas de la glomerulonefritis, es va observar que PEDF inhibia la
sobreexpressié de HIF1o induida per hipoxia produint una disminucié de la vascularitzacié, que
en aquest cas promovia la fibrogenesi (172). Els resultats dispars en la implicacié de PEDF en
malalties renals, on en alguns casos sembla que presenti un efecte beneficios i en altres que
estigui associat a una reduccio de la funcié renal, es podria explicar segons el moment de la
progressi0 de la malaltia i al fet que tan una falta com un excés d’angiogénesi poden
desencadenar a processos fibrotics en rony6 (167). Per tant, en aquests casos concrets PEDF
funcionaria com un factor profibrotic.

Funcié neuroprotectora de PEDF. PEDF és un factor neurotrofic amb capacitat de
protegir neurones de diferents regions del sistema nerviés central contra un ampli ventall
d’accions neurodegeneratives que inclouen I'axotomia, la exocitotoxicitat per glutamat i I'estrés
oxidatiu (98). Aquesta neuroproteccio de PEDF estaria regulada a través del factor nuclear
kappa-B (NFkB). Per exemple, en les cél-lules de granuls de cerebel, el tractament amb PEDF
estimula la fosforilaci6 de 1kB, donant una activacio i translocacié de NFkB al nucli. A continuacio,
NFkB indueix I'expressié de multiples gens antiapoptotics i neuroprotectors que controlen la

supervivencia cel-lular, la proliferacié i mort d’aquestes cél-lules (98, 146).
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Com s’ha indicat anteriorment, PEDF també presenta funcions antioxidants i
antiinflamatories (102-105). En el cas de la cirrosi hepatica, aquestes propietats es donarien en
part gracies al seu efecte inhibitori de la proteina proinflamatoria i protrombotica Caveolina-1,
conegut inhibidor de I'activitat d’'eNOS i inductor de disfuncié endotelial que es troba augmentat

en estadis avancats de la cirrosi hepatica (103, 104).

2.4.2.2 Possibles receptors de PEDF

El fet que PEDF presenti efectes neurotrofics i de diferenciacio en el sistema nervids i
algunes cél-lules tumorals, i un efecte apoptotic en cél-lules endotelials sembla aparentment
contradictori i suggeriria que PEDF pot actuar per via de multiples receptors (146). No s’ha
identificat un receptor especific de PEDF i a causa de la dificultat en identificar-lo es pot pensar
que PEDF segueix una ruta de senyalitzacio no classica. A continuacié descriurem possibles
candidats.

S’ha observat que PEDF s’uneix com a minim a dos receptors: un receptor de 60 kDa,
en cél-lules endotelials, i un receptor de 80 kDa, el qual s’ha trobar en I'epiteli de la retina i en
hepatocits (173, 174). Per altra banda, Filleur et al 2005 han demostrat, que existeixen dos
epitops funcionals de PEDF: un péptid 34-mer i un péptid 44-mer. El péptid 44-mer s’uniria al
receptor de 80 kDa i induiria I'efecte neurotrofic, i el peptid de 34-mer s'uniria al receptor de 60
kDa induint apoptosi, bloquejant la migraci6 de cél-lules endotelials i per tant inhibint
I'angiogenesi (146). Aquests receptors sembla que correspondrien, per una banda, a un receptor
de laminina (no integrina) de 37/64 kDa (LR) el qual en facilita la seva activitat antiangiogénica i
per l'altra banda un receptor de 80 k Da, que han anomenat PEDF-R, iPLA2{ o ATGL segons
lautor. El receptor de laminina, té un paper important en proliferacié cel-lular, migracio,
angiogénesi i metastasi tumoral. Aquest interacciona amb PEDF en la membrana cel-lular de les
cellules endotelials i n'indueix I'apoptosi, n'inhibeix la migracio i bloqueja I'angiogénesi induida
per factors proangiogenic com bFGF tan in vitro i com in vivo (173). Per altra banda, el receptor
de membrana de 80 kDa corresponent a PEDF-R/IiPLA2L/ATGL és una proteina transmembrana
present a la superficie de les cel-lules que es caracteritza per presentar una activitat fosfolipasa
Az i el qual s'uneix amb alta afinitat a PEDF. Aquest receptor esta relacionat amb la familia de
fosfolipases patatin-like (PNPLA2)/PLAz/nutrin. PEDF estimula l'activitat PLA> del PEDF-
R/IPLA2L/ATGL, el qual catalitza els passos inicials d'hidrolisi dels triglicérids, una activitat que
pot estar relacionada tan amb la seva activitat neurotrofica i antiangiogénica, com pot implicar

PEDF en la fisiopatologia de malalties per fetge gras (168, 174).
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Una altra de les hipotesis proposades, en aquest cas, per Ren et al és que PEDF
exerceixi les seves funcions a través de la interaccié amb integrines. Proposen que PEDF s’uneix
a una o més integrines directa o indirectament per via de la matriu extracel-lular on es troba
concentrat, de manera que s'alliberen les fosfatases unides a la integrina i aquestes interaccionin
amb receptors de VEGF inhibint la via o bé inhibint l'activacié de cinases com FAK o Src de
manera que es bloquegi la ruta (Raf/Mek/MAPK). Ambdues alternatives bloquejarien la
fosforilacié o transducci6 de senyal inhibint aixi I'angiogénesi (99).

Recentment, també s’ha descrit PEDF com antagonista endogen de LRP6, un
coreceptor de la via de senyalitzacié canonica de Wnt-Bcatenina. Aquesta via esta involucrada
en processos angiogenics, inflamatoris i fibrogenics; i sembla ser que PEDF unint-se a LRP6
bloquejaria la via de Wnt inhibint d’aquesta manera I'expressi6 de VEGF i 'acumulacio de

—catenina al nucli (175).
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Figura 13: Possibles vies de senyalitzaci6 a través de receptors candidats per donar les diferents
funcions de PEDF (Adaptat de Becerra SP et al, Nat Rev Cancer. 2013 Apr;13(4):258-71).

2.4.3 PEDF en diferents patologies

PEDF contribueix a la quiescéncia vascular, en part, pel manteniment de l'estat
diferenciat de les cel-lules endotelials, i en part per la inhibicié de senyals proangiogéniques les
quals porten a una proliferacié patologica d’aquestes cél-lules en malalties neovasculars (98). El

procés d’angiogénesi en condicions tan normals com patologiques involucra la participacié de
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VEGF, i lincrement de PEDF que s’observa en alguns teixits pot representar un intent de les

cel-lules per contrarestar I'estimul proangiogénic per part de VEGF (141).

2.4.3.1 En malalties hepatiques croniques

PEDF té un paper important, junt amb VEGF, durant el desenvolupament embrionari del
fetge. S'expressa en totes les fases del desenvolupament pero sobretot en les Ultimes etapes. En
fetge adult, els hepatocits sintetitzen i secreten grans quantitats de PEDF per a accions locals i
sembla ser que son la principal font del PEDF que es troba en sérum (143), junt amb la
produccio per part d’'adipocits. A més a més de proteina secretada, PEDF es trobar en el
citoplasma i lleument en el nucli dels hepatocits (141, 176).

PEDF en resisténcia a insulina hepatica. PEDF actuaria com a factor antiinflamatori i
antioxidant en el fetge, ja que és capa¢ de bloquejar els efectes d’AGE (de I'angles, advanced
glycation end product), un dels productes resultants de la modificacié de proteines per reduccio
de sucres que es déna de manera extremadament accelerada en diabetis, i que és un dels
reguladors principals de les complicacions vasculars que es donen en la diabetis i en la
resisténcia a insulina. El complex AGE amb el seu receptor RAGE, provoca la generacio d’estrés
oxidatiu, inflamacio vascular i trombosi, contribuint aixi al dany vascular en pacients amb diabetis
(177). També estimula la producci6 de la proteina C reactiva (CRP), un dels principals factors
implicats en la inflamacié cronica del fetge. No obstant, s’ha observat que PEDF és capag de
bloquejar I'expressié de CRP induida per AGE de manera dosi-dependent mitjangant les seves
propietats antioxidants, via la inhibici6 de l'activaci6 de Rac-1. Aixi doncs PEDF protegiria
d’aquesta manera contra la resisténcia a la insulina hepatica. No obstant, existeixen algunes
controversies pel que fa la implicacié de PEDF en aquesta malaltia (105).

PEDF en esteatosi hepatica. Estudis recents han demostrat un possible paper de
PEDF en la homeostasi dels triglicérids en el fetge, ja que s’ha observat que en ratolins deficients
en PEDF hi ha un increment significatiu del contingut hepatic de triglicérids. Es més, el
restabliment dels nivells de PEDF mitjangant la proteina recombinant en hepatocits deficients en
PEDF disminueix aquest contingut de ftriglicérids a través d’ATGL (de l'angles, adipose
triglyceride lipase), receptor identificat per PEDF el qual esta implicat en els passos inicials
d’hidrolisi de triglicerids, millorant d’aquesta manera el fenotip esteatosic del fetge gras (178).
Aquests resultats semblarien indicar que el metabolisme dels triglicérids en els hepatocits
dependria en part de la interaccio de PEDF amb el receptor ATGL permetent que aquest

transloqui en les gotes lipidiques, i que per tant una perdua de PEDF impediria la mobilitzacid
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dels triglicérids en el fetge, proposant PEDF com un factor important en la malaltia de fetge gras
(176, 178).

PEDF en cirrosi i en carcinoma hepatocel-lular. Actualment esta molt poc estudiat el
paper de PEDF en cirrosi (169, 179) i els pocs estudis realitzats sén més aviat enfocats en el seu
paper antifibrotic (169) comentat anteriorment. Per aquest motiu es fa necessari un estudi més
exhaustiu del paper de PEDF en aquesta patologia.

Tot i que en un primer estudi es va observar que la concentracié de PEDF en sérum
estava disminuida en pacients amb cirrosi i HCC en relacié a individus sans o en pacients amb
hepatitis cronica (179), estudis recents van demostrar que els nivells de mRNA i proteina de
PEDF eren més elevats en teixit tumoral d'HCC que en el teixit normal adjacent, i que a més a
més els nivells de PEDF en sérum també eren més elevats en pacients amb HCC que en els
controls sans. Per altra banda, van observar que els nivells de PEDF eren elevats en dues de
tres linies cel-lulars de carcinoma hepatocel-lular, malgrat segurament de manera insuficient per
contrarestar la sobreexpressio de VEGF observada també en aquestes linies (165).

Per altra banda, s’ha observat que la sobreexpressié de PEDF en tumors de HCC
subcutanis preestablerts en ratolins atimics resultava en una supressio eficient del creixement
tumoral, suggerint que PEDF inhibia el creixement de HCC en aquests ratolins gracies als
efectes antiangiogénics de PEDF en la microvasculatura intratumoral i en el creixement tumoral
(168, 179, 180). Concretament, en un estudi on s’avaluava I'efecte antitumoral d’AdPEDF en
tumors de carcinoma hepatocel-lular subcutanis en ratolins atimics es va observar que el
tractament amb una sola dosi d’AdPEDF resultava, ja a tres dies post-tractament, en una
inhibicid del creixement tumoral, comparada amb els animals tractats amb el control AdLacZ o
sali (180). Aquest efecte antitumoral pot ser en part també a causa de I'acci6 inhibidora que s’ha
observat de PEDF en I'expressié del factor antiapoptotic c-FLIP, en una linia cel-lular
d’hepatoma, indicant que a més a més de les propietats antiangiogéniques en les cél-lules
endotelials de la vasculatura tumoral, PEDF podria tenir un efecte addicional en la supervivéncia
de les cél-lules d’hepatocarcinoma (181). Per tant, sembla ser que PEDF pot estar involucrat
com un factor rellevant en el carcinoma hepatocel-lular (HCC) d’'una manera dual, actuant sobre
la microvasculatura del tumor (antiangiogénic) i sobre les cél-lules tumorals (acci6 antitumoral
directa) (165, 180, 180).
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2.4.3.2 En patologies de l'ull

L’angiogenesi patologica és un dels factors més comuns en malalties oculars (98). En els
compartiments avasculars de 'ull que inclouen la comia, la retina i el vitri, sembla ser que el
balang entre el factor proangiogénic VEGF i el factor antiangiogénic PEDF permet el
manteniment de la funcié normal de I'ull i determina la formacié de nous vasos. Per exemple, en
les cél-lules epitelials del pigment de retina (RPE), un cop diferenciades, augmenten
significativament tan els nivells de PEDF com de VEGF (182). L’augment de VEGF permetria el
manteniment del fenotip fenestrat dels vasos sanguinis coroidals, mentre que I'augment simultani
de PEDF seria requerit per frenar el potencial angiogénic de VEGF. Per tant, nivells elevats de
PEDF inhibeixen el creixement i migracio de les cel-lules endotelials de la retina i atenuen la
neovascularitzacio induida per estimuls com la isquemia, mantenint aixi la avascularitat local de
lull (156, 182-185).

No obstant, en general, en condicions patologiques com I'estrés oxidatiu relacionat amb
I'edat, la hipdxia o la hiperglucémia, els nivells de VEGF es mantenen igual o augmenten i en
canvi els nivells de PEDF disminueixen, tan a nivell de mRNA com de proteina, donant un
augment de la proliferacio, de I'activitat migratoria i de la formacié de tubuls per part de les
cel-lules endotelials microvasculars (156, 182, 185, 186). Aquest desequilibri entre I'expressié de
PEDF i VEGF contribueix al desenvolupament de patologies de 'ull com la degeneracié macular
relativa a I'edat (AMD) (187) o la retinopatia diabética proliferativa (PDR) (98, 185, 188). S’ha vist
perd que lincrement local a través de la sobreexpressioé de PEDF de manera exdgena inhibeix el
creixement dels vasos sanguinis a través de la disminucié de VEGF (187) (156, 157, 185).

Tanmateix, s’ha observat en alguns models de patologies oculars que hi ha un augment
de PEDF en paral-lel a 'augment de VEGF en un intent de compensar I'efecte produit pels alts
nivells d’angiogénic, com per exemple en la retinopatia diabética (189-191).

2.4.3.3 En cancer

Les activitats antiangiogéniques de PEDF no es limiten a malalties neovasculars de ['ull,
sin6 que també s’ha vist que PEDF presenta accions en la regressio tumoral, per una banda per
les seves propietats antiangiogéniques i antiproliferatives induint apoptosi, i per altra pels seus
efectes en la diferenciacié cellular (98, 100, 155, 192). Estudis clinics indiquen que I'expressio
de PEDF es veu significativament reduida en varis tipus tumorals, com adenocarcinoma

pancreatic, glioblastoma, carcinoma d'ovari, cancer de prostata i cancer de mama (100, 161,
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166, 193-196). Aquesta reducci6 esta associada a la progressié de la malaltia i la supervivéncia
del pacient (196) (100, 161), ja que l'expressio de PEDF correlaciona amb una densitat
microvascular intra-tumoral alta i amb fenotips més metastatics (155, 193-195, 197). A més a
més, a causa de que el grau de diferenciacié esta sovint inversament relacionat amb la velocitat
de proliferacio, i que per tant cél-lules més diferenciades i madures proliferen menys, I'habilitat de
PEDF de ser factor diferenciador pot ser beneficiés com a terapia antitumoral (155).

S’ha observat que PEDF recombinant redueix el creixement tumoral de xenografs d’'una
linia de carcinoma de mama endocrina resistent en ratolins atimics i restableix parcialment la
seva sensibilitat a tamoxifé in vivo per supressio del protooncogen RET i la via de senyalitzacio
de ERa (100). A més, la sobreexpressié de PEDF mitjangant vectors adenovirals disminueixen el
creixement tumoral i la densitat microvascular en tumors tan in vitro com in vivo (197).

No obstant, en alguns tumors solids i linies cel-lulars d’hepatocarcinoma s’ha observat
un augment de PEDF en un intent contrarestar la neovascularitzacio (165).

2.4.3.4 En patologies cardiovasculars

S’ha descrit recentment un paper protector de PEDF en arteriosclerosi, una de les
principals causes de les malalties coronaries cardiaques, infart de miocardi i insuficiéncia
cardiaca a causa dels seus efectes antiinflamatoris, antioxidants, i antitrombotics en les parets
dels vasos i plaquetes (198)(199). En el cas per exemple del sindrome metabdlic s’observen
nivells de PEDF en sérum elevats que contrarestarien els efectes produits per aquesta malaltia
gracies al seu potencial antioxidant i antiinflamatori (200).

PEDF podria ser una bona eina terapeutica en malalties cardiovasculars per dues vies.
Per una banda en el cor isquémic el bloqueig de PEDF de manera local podria afavorir
I'angiogenesi i d’'aquesta manera millorar la suplementacié de sang a I'area afectada mentre que
per altra banda, la sobreexpressi6 local de PEDF restringida a les zones amb arteriosclerosi
podria bloquejar I'angiogenesi associada a aquests punts i d’aquesta manera inhibir la
inestabilitat i ruptura d’aquestes lesions causats per una angiogénesi excessiva (198). Per altra
banda, el seu paper antifibrotic podria millorar la fibrosi cardiaca produida per infart de miocardi
agut (102).
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3. Justificacio i objectius

La sindrome de la hipertensié portal és una de les principals consequéncies de la
cirrosi hepatica i és la responsable de la majoria de les seves complicacions. Aquesta es
caracteritza per un increment patologic del gradient de pressié portal, per la formacio de vasos
col-laterals portosistemics, els quals deriven part del flux sanguini portal directament a la
circulacié sistémica amb la finalitat de descomprimir el territori portal (1), i per un increment del
flux sanguini als organs esplancnics (4). Aquesta situacidé condueix a una circulacio esplancnica
hiperdinamica, i contribueix a mantenir i exacerbar la sindrome de la hipertensio portal (3, 15).

Estudis realitzats en el nostre grup de recerca i en altres laboratoris en models
experimentals d’hipertensié portal i cirrosi, com hem vist en la introduccié, han demostrat una
implicacié rellevant de processos angiogeénics, és a dir, de formacié de nous vasos, en la
progressié de malalties del fetge i en 'agreujament de la hipertensié portal. Aixo és degut a que
I'angiogenesi juga un paper clau en el desenvolupament i I'establiment de les complicacions
associades a aquesta malaltia (I'increment de pressié portal, I'augment del flux sanguini
esplancnic, la formacio de vasos sanguinis col-laterals portosistemics i la progressio de
fibrogénesi intrahepatica).

Aquests processos angiogénics estan regulats factors per proangiogénics com VEGF,
entre d’altres, i per factors antiangiogenics com la vasohibin-1 (VASH1) i el factor derivat de
I'epiteli pigmentari (PEDF). En una situacidé patologica els factors proangiogénics es troben
sobreexpressats, com és el cas del VEGF, el qual se sobreexpressa en el territori esplancnic
donant un augment de la neovascularitzacié en animals amb hipertensio portal (55), d’aquesta
manera donant neovascularitzacié patologica.

Per revertir 'establiment d’una angiogenesi patologica tradicionalment s’han usat agents
multidiana o la combinacié d’agents que bloquegen tan VEGF com PDGF (1). No obstant, cal
tenir en compte en I'ls d’aquestes terapies que VEGF a banda d’estar implicat en I'angiogénesi
patologica de multiples malalties, presenta un paper beneficios i essencial en processos
fisiologics que es donen en I'adult (p.ex. la cicatritzacié i la reproducci6), en el manteniment de la
homeostasi vascular, i en la supervivencia de les cel-lules endotelials en teixits sans. Per aquest
motiu és important considerar les possibles consequéncies d’'una excessiva inhibicié de la via de
VEGF, la qual pot produir regressié de vasos preexistents en teixits sans incrementant la mort de

les cél-lules endotelials dels vasos quiescents (23, 29, 43, 56, 87).
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Entendre els mecanismes que regulen I'angiogénesi és essencial per desenvolupar
noves estratégies terapéutiques que actuin de manera especifica sobre I'angiogénesi patologica
sense afectar 'angiogénesi fisiologica. Per tant, la nostra hipotesi de partida és que I'ls de
factors antiangiogénics enddgens pot ser una estratégia d'inhibicidé de la neovascularitzacié en
malalties com la hipertensié portal i la cirrosi, més segura i efectiva que els tractaments
antiangiogénics tradicionals, on es veu afectada no només I'angiogénesi patologica sin6 també la
vasculatura preexistent. Amb aquesta finalitat se’'ns va plantejar com objectiu general investigar
la contribuci6 i impacte terapeutic dels antiangiogénics endogens Vasohibin-1 i PEDF, a causa
de les seves caracteristiques antiangiogéniques, antifibrotiques i antioxidants, constatades
després d’un extensiu analisi de la literatura sobre el seu efecte en patologies on 'angiogénesi té

un paper rellevant. Els objectius concrets de la present tesi son:

3.1 Estudi 1: La disrupcié de la regulacié per retroalimentacié negativa entre VASH1 i

VEGF disminueix la pressié portal, I'angiogenesi i fibrosi en rates cirrétiques

Objectiu 1.1. Caracteritzacié temporal i espacial de I'expressid de [I'antiangiogénic
VASH1 en relacio al proangiogénic VEGF per determinar la seva implicacié com a regulador de
I'angiogénesi en la hipertensio portal i cirrosi hepatica:

- En el territori esplancnic d'un model d’hipertensié portal prehepatica mitjangant

ligadura parcial de la vena porta (PPVL)

- En el territori esplancnic i intrahepatic d’'un model d’hipertensié portal i cirrosi biliar

secundaria per lligadura del colédoc.

- Enfetges cirrotics humans per hepatitis de virus C.

Objectiu 1.2. Avaluar experimentalment noves estrategies terapéutiques pel tractament
de la hipertensié portal i cirrosi hepatica basades en la sobreexpressio exogena de VASH1
mitjancant transferéncia genica amb I's de vectors adenovirals seguint dues pautes:

- Un protocol de prevencio on la sobreexpressié de VASH1 es dona de manera
contemporania a la induccio de la malaltia en el model d’hipertensio portal i cirrosi
mitjancant lligadura del coledoc BDL. D’aquesta manera es pretén determinar si
aquesta sobreexpressidé és capag de prevenir les complicacions associades a la
malaltia com I'angiogenesi en territori esplancnic i intrahepatic, formacié de vasos

col-laterals, fibrosi intrahepatica i alteracions hemodinamiques.
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Un protocol d’intervenci6 on la sobreexpressié de VASH1 es dona dues setmanes
després de la induccié de la malaltia establint el model de BDL, per determinar si
aquesta sobreexpressié és capag¢ d’actuar sobre les complicacions associades a la

malaltia un cop aquesta ja ha estat iniciada.

3.2 Estudi 2: Efecte antiangiogénic i antifibrotic del factor derivat d’epiteli pigmentari

(PEDF) en rates amb hipertensi6 portal i cirrosi per lligadura del colédoc (BDL)

Objectiu 2.1. Caracteritzacio temporal i espacial de I'expressié de I'antiangiogénic PEDF

en relaci6 a l'angiogénic VEGF per determinar la seva implicaci6 com a regulador de

I'angiogénesi en la hipertensio portal i cirrosi hepatica:

En el territori esplancnic i intrahepatic d’'un model d’hipertensio portal i cirrosi biliar
secundaria per lligadura del colédoc.

En el territori intrahepatic d’'un model d’hipertensio portal i cirrosi per inhalacié de
CCls,

En fetges cirrotics humans per hepatitis de virus C.

Objectiu 2.2. Avaluar experimentalment noves estrategies terapéutiques pel tractament

de la hipertensio portal i cirrosi hepatica basada en la sobreexpressié exdgena de PEDF

mitjangant transferéncia génica amb I'Us de vectors adenovirals seguint dues pautes:

Un protocol de prevencid on la sobreexpressid de PEDF es déna de manera
contemporania a la inducci6 de la malaltia en el model d’hipertensio portal i cirrosi
(BDL). D’aquesta manera es pretén determinar si aquesta sobreexpressio €s capag
de prevenir les complicacions associades a la malaltia com I'angiogénesi en territori
esplancnic i intrahepatic, formacié de vasos col-laterals, fibrosi intrahepatica i
alteracions hemodinamiques.

Un protocol d’intervencio on la sobreexpressio de PEDF es dona dues setmanes
després de la induccié de la malaltia establint el model de BDL, per determinar si
aquesta sobreexpressio és capag d’actuar sobre les complicacions associades a la
malaltia un cop aquesta ja ha estat iniciada.
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ABSTRACT
Pathological angiogenesis represents a critical hallmark for chronic liver diseases. Understanding the
mechanisms regulating angiogenesis is essential to develop new therapeutic strategies that specifically
target pathological angiogenesis without affecting physiological angiogenesis. Here, we investigated the
contribution and therapeutic impact of the endogenous angioinhibitor vasohibin-1 in portal hypertension
and cirrhosis.

The spatio-temporal expression profiling of vasohibin-1 and its relationship with VEGF, angiogenesis
and fibrogenesis was determined through the analysis of human cirrhotic liver specimens, widely-accepted
in vivo animal models of portal hypertension and cirrhosis, and in vitro angiogenesis assays. Effects of
vasohibin-1 overexpression by adenoviral-mediated gene transfer on angiogenesis, fibrogenesis, and
portal hypertension-associated hemodynamic alterations were also studied in rats.

We found that vasohibin-1 and VEGF are upregulated, in mesentery and liver, in cirrhotic and
precirrhotic portal hypertensive rats and cirrhotic patients. Our results are consistent with vasohibin-
1/VEGF cascades being spatially and temporally coordinated through a negative-feedback loop driving
pathological angiogenesis. Paradoxically, further overexpression of vasohibin-1 by adenoviral gene
transfer exerts multifold beneficial effects in portal hypertension and cirrhosis: reduction of pathologic
angiogenesis, attenuation of liver fibrogenesis partly mediated through inhibition of hepatic stellate cell
activation, and significant decreases in portocollateralization, splanchnic blood flow, portohepatic
resistance and portal pressure. The explanation to this apparent contradiction is that, unlike endogenous
vasohibin-1, the ectopically overexpressed is not regulated by VEGF and therefore disrupts the negative-
feedback loop thus generating constant, but lower levels of VEGF synthesis sufficient to maintain vascular
homeostasis but not pathological angiogenesis.

Conclusion: Our study is the first demonstration of evidence that vasohibin-1 regulates portal
hypertension-associated pathological angiogenesis and highlights that increasing vasohibin-1 might be a

promising novel therapeutic strategy for portal hypertension and cirrhosis.
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Liver cirrhosis is the commonest cause of death and liver transplantation worldwide (1). The most
devastating complication that develops in cirrhotic patients is portal hypertension, a syndrome
characterized by increased blood pressure in the portal vein, and concomitant increases in splanchnic
blood flow and portosystemic collateral vessel formation (1-3). In recent years, evidence has accumulated
indicating that angiogenesis, the formation of new blood vessels from preexisting vessels, is a clinically
important hallmark of chronic liver disease (4-8). Thus, neovascularization plays a pivotal role supporting
the increased splanchnic blood flow, which perpetuates and exacerbates portal pressure elevation, and is
also a critical component for developing portosystemic collateral vessels, which are responsible for life-
threatening consequences like gastroesophageal bleeding, portosystemic encephalopathy and sepsis (1-
3). Excessive blood vessel growth is also crucially involved in the establishment and maintenance of the
abnormal hepatic angioarchitecture distinctive of the cirrhotic liver, which is intimately linked to
fibrogenesis (7,8). These prior studies also indicate that angiogenesis associated with cirrhosis and portal
hypertension is mainly a vascular endothelial growth factor (VEGF)-dependent process, and that blockade
of VEGF signaling, by a variety of approaches, has multifold beneficial effects on animal models of
cirrhosis and portal hypertension, causing a marked reduction in portal pressure and splanchnic blood
flow, significant prevention of collateralization, and a prominent improvement in liver fibrosis (4,5,7,8). The
knowledge derived from these studies has highlighted that therapeutic approaches targeting VEGF-driven
angiogenesis may have a great potential for clinical application in portal hypertension and cirrhosis (9-11).
However, because physiological levels of VEGF are essential for vascular homeostasis, organ/tissue
maintenance and repair, and many physiologic angiogenic events (12,13), careful consideration of the
consequences of excessive inhibition of the VEGF pathway should be kept in mind. Indeed, the use of
therapies unable to distinguish pathologic neovasculature from preexisting vasculature could be one
possible reason for the complications (i.e., enhanced risk of gastrointestinal variceal hemorrhage and
other adverse effects) developed in patients with hepatocellular carcinoma treated with multikinase
inhibitors (14,15). The challenge therefore is to find new therapeutic strategies that specifically target
pathological angiogenesis without affecting physiological angiogenesis and, for that, it is essential to gain

a more precise understanding of the biology that regulates angiogenesis.
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Angiogenesis is controlled in large part by the balance between proangiogenic growth factors, such as
VEGF, and a diverse group of endogenous inhibitors of angiogenesis (12,13,16). As a general rule, the
pathologic angiogenic phenotype results from upregulation of angiogenic stimuli and concurrent
downregulation of endogenous angiogenesis inhibitors so that the balance shifts in favor of angiogenesis
activators (12,13,16). However, a new endogenous angioinhibitor, called vasohibin-1 (VASH1), has been
recently identified in a microarray analysis assessing genes upregulated by VEGF in endothelial cells (17-
19). VASH1 differs from other classic endogenous antiangiogenic factors by being the only one selectively
induced by stimulators of angiogenesis, especially VEGF, as a consequence of a specific negative-
feedback regulator mechanism of angiogenesis (17-19). VASH1 is upregulated and exhibits therapeutic
efficacy in diseases like tumor growth (20-23), atherosclerosis (24), and proliferative retinopathy (25,26). In
addition, VASH1 does not impair healthy blood vessels in mice (27), suggesting relative safety of this
factor in treating angiogenesis-dependent pathologies. Here, we addressed the therapeutic potential of
VASH1 to control portal hypertension and cirrhosis progression in experimental models. This is of
particular significance since cirrhosis remains a major medical problem associated with considerable
morbidity and mortality for which the clinical armamentarium is limited (1-3). Therefore, there is an obvious
need for development of novel treatment strategies to improve the therapeutic outcome in patients

suffering from chronic liver disease.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Patients with liver cirrhosis. Human samples of hepatitis C virus-related cirrhotic liver (n=12) were
obtained from transjugular liver biopsies or from explanted organ during liver transplantation. Clinical data
of patients at the moment of liver sampling are summarized in Supplementary Table 1. Paraffin-
embedded human normal liver tissue blocks (n=5) were commercially obtained (ref. 500028022; AMS
Biotechnology, Abingdon, UK). All research protocols regarding human samples were approved by the
Clinical Review Board and Ethics Committee at Hospital Clinic of Barcelona (protocol number: 2011/6723).
All participating patients were thoroughly informed about the studies and signed their consent information

and the suitability of the information received.

Animals. Male Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories, Cambridge, MA) weighing 275-300g
body weight were used. All animal experiments were approved by the Laboratory Animal Care and Use
Committees of the University of Barcelona, and were carried out in accordance with the Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals (NIH publications no. 85-23, revised 1996).

Adenovirus-mediated VASH1 gene transfer to mesentery and liver in vivo. VASH1 overexpression
was achieved by systemic administration of a single injection of a replication-defective recombinant
adenoviral vector encoding human vasohibin-1 (AdVASH1; 1x10'0 plaque-forming units, through the tail
vein), either at the time of BDL or SHAM surgeries (prevention trial) or two weeks after the initial surgeries
(intervention trial). An adenovirus vector encoding the B-galactosidase gene (AdLacZ) was used as
negative control. Subsequent analysis were performed seven days after the viral injection because
previous infectiveness experiments demonstrated that overexpression of proteins supplemented by
adenovirus hardly lasted more than one week. Moreover, a second injection had no effect on the

expression of the protein of interest, most likely due to rat immune response.

Hemodynamic studies. Under anesthesia with ketamine (100-mg/kg) and midazolam (5-mg/kg), PE-50

catheters were introduced into femoral artery and portal vein to measure mean arterial pressure (mmHg),
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heart rate (beats/min) and portal pressure (PP, mmHg). Perivascular ultrasonic flowprobes (Transonic
Systems, New York, NY) were placed around superior mesenteric artery (SMA) to measure SMA blood
flow (SMABF, ml-min--100g'), and portal vein to measure portal vein blood flow (PVBF, ml-min-'-100g").
Portohepatic resistance (mmHg mli* min' 100g') was calculated as: PP/PVBF. Portosystemic
shunting was quantified by injection of yellow microspheres (15-um diameter, Dye-trak, Triton
Technologies, San Diego, CA) into the spleen, as collateralization (%)=(lung microspheres)/(lung

microspheres+liver microspheres)x100.

Endothelial cell tube formation assay. VASH1 overexpression in HUVECs was achieved by infection
with AdVASH1 at final multiplicity of infection of 100. AdLacZ-treated or untreated HUVECs were used as
control. After 48h, infection medium was withdrawn. To analyze capillary tube-formation, ice-cold Matrigel
(50-ul; In vitro angiogenesis assay kit; Chemicon) was poured into ice-cold 96-well plate and allowed to
gel for 1h at 37°C. HUVECs cells (2x10%well, n=3/group) were plated in non-supplemented DMEM-F12

medium and incubated for 6h at 37°C. Number of branching points was counted by inverted microscopy.

Statistical analysis. Data are presented as meanxS.E.M. Results that were normally distributed were
compared with parametric statistical procedures (two-tailed Student ¢ test and two-way ANOVA). For non-
parametric data, we used Kruskall-Wallis one-way analysis of variance and Mann-Whitney U test. P<0.05

was considered statistically significant.
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RESULTS

VASH1 and VEGF are overexpressed in mesentery and liver during cirrhotic and precirrhotic portal
hypertension, in rats and humans, in a spatially and temporally specific manner
To determine whether endogenous VASH1 is a component of the angiogenic regulatory mechanism in
cirrhosis and portal hypertension, we began by characterizing the spatio-temporal expression profile of
VASH1 protein in the mesenteric vascular bed, a scenario in which pathologic neovascularization is critical
during portal hypertension (8). Using an established and widely used animal model of portal hypertension
and cirrhosis, the common bile duct ligation (BDL) model, we assessed mesenteric VASH1 expression at
various stages of disease progression (days 1, 3, 7, 14 and 28 after BDL), and correlate it with VEGF
expression pattern by immunohistochemistry and immunoblotting. Basal VASH1 and VEGF expressions
were quite low in SHAM rats (Fig.1A). Upon cirrhosis induction, both proteins were upregulated in the
vascular wall of preexisting vessels and newly-formed microvessels (Fig.1A). VASH1 and VEGF temporal
expression patterns exhibited, however, distinctive trends after cirrhosis induction. Thus, VEGF reached
maximal levels as early as 1-day after BDL and remained high throughout the first week, but subsequently
decreased (Fig.1B). In contrast, VASH1 expression augmented later after BDL, with peak increases by
14-28 days (Fig.1B). Comparable spatio-temporal distribution was also reproduced in a different model of
portal hypertension induced by partial portal vein ligation (PPVL), as ascertained by immunohistochemistry
(Fig.2A), immunofluorescence confocal microscopy (Fig.2B), and immunoblotting (Fig.2C). These
findings indicate that the promoting factor for angiogenesis VEGF was predominant in the first disease
stages (Fig.1B, Fig.2C), coincident with maximal angiogenic activity (Fig.1C,D, Sup.Fig.1A,B), further
documenting the importance of VEGF overexpression as an inducing signal for turning on the initial
pathologic angiogenic switch. The inhibiting factor for angiogenesis VASH1 was secondary at this time
(Fig.1B, Fig.2C). However, in advanced disease stages, the angiogenesis-promoting factor VEGF
became secondary and the angiogenesis-inhibiting factor VASH1 dominated (Fig.1B, Fig.2C),
corresponding with a period in which angiogenesis reaches a plateau (Fig.1C,D, Sup.Fig.1A-C).

These results also support that VEGF and VASH1 are connected forming a negative-feedback loop

(17-19), where the angiogenesis activator VEGF upregulates the expression of the angiogenesis inhibitor
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VASH1, and VASH1, once produced, downregulates VEGF. However, this simple two-component
negative-feedback system would inevitably approach a stable, intermediate steady-state (28,29). Thus,
some aspect of the circuit must be altered to allow for the generation of VEGF peaks observed during
active angiogenesis. This can be accomplished by establishing a time delay or spatial constraint between
VEGF synthesis and VASH1 synthesis. This kind of temporal or spatial displacement is precisely what we
observed for VEGF and VASH1 ensuring a localized (in time or space) peak of VEGF expression in the
mesentery upon cirrhosis and portal hypertension induction (Fig.1B, Fig.2C). Indeed, comparison
between the spatio-temporal expression patterns of VASH1 and VEGF revealed a sequence compatible
with the dynamics of a negative-feedback loop where the peak expression of the activator in that loop
VEGF (Fig.1B, Fig.2C) and the onset of angiogenesis observed in the mesentery shortly after portal
hypertension induction (Fig.1C,D, Sup.Fig.1A,B) preceded the overexpression of the repressor in that
loop VASH1 (Fig.1B, Fig.2C). Further, confocal microscopy demonstrated that cells expressing the
highest levels of VASH1 presented low VEGF expression (Fig.2B, arrowheads). This sort of regulation
establishes a bistable biological system with yes-or-no behaviours (proangiogenic or not) without
intermediate states, but limited in time (or space) and reversible (26,27). Furthermore, disruption of any of
the components of the negative-feedback loop should result in dampening of the oscillator, but not
complete inhibition of VEGF/VASH1 synthesis. In agreement with this concept, blunting VEGF
upregulation (Fig.2D) in PPVL rats by the pharmacological agent rapamycin reduced VASH1
overexpression (Fig.2D) and prevented the portal hypertension-induced rise in pathological angiogenesis
(Fig.2E-F).

Considering that excessive neovessel growth is a cardinal pathological feature also in the cirrhotic liver
(8), we next sought to characterize VASH1 expression in BDL rat liver. Upon cirrhosis induction, we found
a marked VASH1 overexpression predominantly located in regenerative micronodules and the pathologic
angiogenic neovasculature of the cirrhotic liver (Fig.3A), following a similar localization pattern to VEGF
(Fig-3A). Analysis of VASH1/VEGF temporal expression pattern revealed that VEGF upregulation in the
liver was also an early event that occurred prior to VASH1 overexpression (Fig.3B), further supporting the
idea that VEGF upregulation following portal hypertension and cirrhosis induction may be an important

causative factor leading to VASH1 overexpression.
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To further underscore the importance of VASH1 as a regulator of angiogenesis in cirrhosis, we also
studied liver samples from healthy subjects and from patients with hepatitis C virus-related cirrhosis
(Sup.Table1). In healthy liver, VASH1 and VEGF were uniformly expressed at very low levels by
essentially all parenchymal cells (Fig.3C). In cirrhotic liver, VASH1 and VEGF were strongly
overexpressed, especially in hepatocytes within regeneration micronodules and in the vascular wall of the
numerous neovessels observed inside the thick fibrous septa, which carved the liver parenchyma into
nodules (Fig.3C). Notably, although VASH1 expression was homogeneous through all the cirrhotic liver
parenchyma, intense VEGF immunoreactive cells concentrated at the first line of hepatocytes in the
interface between fibrous septa and liver parenchyma, adjacent to the VASH1-negative fibroblasts of the
fibrous bands (Fig.3C). Again, and being both VEGF and VASH1 secreted factors, this localization pattern
reflects a delayed two-component feedback system now spatially modulated (instead or in addition to
temporarily regulated) at the interface between two different cell types generating distinct VEGF levels.
This spatial VEGF regulation probably also exists in BDL rat livers, as evidenced by immunoblotting
(Fig.3B), but micronodules are composed of only few cells (Fig.3A), and thus too small to detect a
potential gradient in VASH1-VEGF expression. These findings suggest that VEGF upregulation and
subsequent VEGF-dependent angiogenesis induces VASH1 overexpression as a mechanism to regulate

pathological angiogenesis during cirrhotic and non-cirrhotic portal hypertension.

VASH1 overexpression using adenoviral gene transfer

Having established that the inhibitor of angiogenesis VASH1 is upregulated upon cirrhosis and portal
hypertension induction, forming a delayed two-component feedback system with VEGF, we next reasoned
that disrupting this "circuit" would result in dampened (but not reduced to the point of affecting normal
vascular homeostasis), de-regulated VEGF expression. For this, we resolved to adenoviral-mediated
VASH1 (AdVASH1) gene transfer to ectopically overexpress VASH1 in vivo by a mechanism that is not
under VEGF control. This constitutive VASH1 expression should lead to disruption of the VEGF-VASH1
oscillator, dampening VEGF production to intermediate steady-state levels and reducing pathological
angiogenesis. Importantly, these VEGF intermediate levels would suffice to maintain homeostasis of

healthy vessels. Therefore, with this therapeutic strategy, the excessive VEGF production would be
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inhibited without affecting normal, physiological VEGF levels. We explored this prospect in two different
protocols designed to assess the effects of the angioinhibitor either on the initial angiogenic switch
(prevention trial) or in the late stage of angiogenesis (intervention trial) in BDL rats.

First, we verified that adenovectors were successfully delivered in vivo to liver and mesentery after
intravenous injection, as revealed by quantitative 3-galactosidase chemiluminescence assay (Fig.4A) and
X-gal staining (Fig.4B). The relative level of transduction in both vascular beds was substantial (Fig.4A,B),
given the 7-day interval between adenovirus administration and tissue harvest. Of particular importance
was the demonstration that BDL and SHAM rats tolerated doses of adenovirus necessary to achieve
significant transduction efficiency in the absence of life-threatening toxicity. Using immunoblotting, we also
confirmed that AdVASH1 treatment induced VASH1 overexpression in both tissues from BDL and control
rats (Fig.4C, Sup.Fig.2). We also conducted in vitro studies in HUVEC cells to demonstrate that
AdVASH1 was able to efficiently transduce endothelial cells. Indeed, VASH1 protein was barely detectable
in control HUVECs, either non-transfected cells or transfected with AdLacZ. In contrast, infection with
AdVASH1 resulted in a robust and effective overexpression of VASH1 protein in HUVECs (Fig.4D).
Furthermore, we validated that the VASH1 protein produced after AdVASH1 gene transfer was functional
and effective in suppressing angiogenesis in vitro on Matrigel since AdVASH1-transduced HUVECs
exhibited a substantial reduction in their capability to form tube-like cellular networks (Fig.4E), with a
significant 50% decrease in branching points (Fig.4F), compared with untransfected or AdLacZ-

transfected HUVECs.

Adenoviral-mediated VASH1 gene transfer attenuates pathological angiogenesis in vivo, while
having no effect on physiological angiogenesis in BDL rat mesentery

Next, we determined the effects of AAVASH1 on pathological mesenteric angiogenesis in BDL rats. By
immunoblotting, we found that when VASH1 was ectopically expressed from a non-regulated system (i.e.,
not regulated by VEGF) through exogenous AdVASH1 treatment, the negative-feedback loop was
essentially disrupted in the mesentery of BDL rats, compared with AdLacZ-treated BDL rats (Fig.5A,
Sup.Fig.3A). That means that VEGF did not produce the abrupt peaks of expression required for

pathological angiogenesis, but settled down in the intermediate steady-state levels required for its
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homeostatic function. The AdVASH1-induced VEGF downregulation, by 56%, was observed only during
the prevention trial, corresponding with the early onset of the disease characterized by maximal
angiogenic activity and VEGF upregulation (Fig.1B-D), but not during the intervention trial, coincident with
later stages of disease progression when active new vessel growth and VEGF upregulation declined
(Fig-1B-D). Accordingly, AdVASH1 treatment caused a significant 22% inhibition of pathological
angiogenesis during prevention but not intervention trial (Fig.5B,C), suggesting that AdVASH1 targeted
only newly-growing vessels but spared existing and maturating ones. To evaluate if AdVASH1 could have
antiangiogenic effects in the absence of pathological angiogenesis, SHAM rats were injected with
AdVASH1 or AdLacZ. We did not find any significant VEGF-reducing (Fig.5A) or antiangiogenic
(Fig.5B,C, Sup.Fig.4) effect in the normal vasculature from SHAM rats, further indicating that the VASH1
angioinhibitory effects were restricted to proliferating vessels, without damaging the mature, existing ones.
In addition, AdVASH1 had not significant effects on the mRNA and protein expression of the VEGF
receptors FIk1 and Flt1 in the mesentery of BDL and SHAM rats (Sup.Fig.5). Moreover, physiological
angiogenesis associated with closure/repair in skin wounds of the abdominal surgery performed in rats
during bile duct ligation or sham-operation was unaffected by AdVASH1 (data not shown). These results
support that the VEGF intermediate levels generated after disrupting the VEGF-VASH1 feedback loop

using exogenous AdVASH1 were sufficient to maintain vascular homeostasis of healthy vessels.

AdVASH1 restricts pathological angiogenesis and fibrogenesis, and inhibits hepatic stellate cell
activation in BDL rat liver

We also determined the effects of AdVASH1 in the pathological angiogenesis of the cirrhotic liver, which is
intimately interconnected to fibrogenesis. Bile duct obstruction in rats resulted in distortion of the normal
liver architecture, with extensive deposition of fibrillar collagen (Fig.6A,B; Sirius red staining), hepatic
stellate cell activation (Fig.6C; o-smooth muscle actin (aSMA) immunoblotting) and enhanced
neovascularization (Sup.Fig.6A,B; von Willebrand factor (vWF) immunostaining), compared with SHAM
rats (Sup.Fig.4). We found that livers of AdVASH1-treated BDL rats presented reduced
neovascularization in fibrous septa (by 23% and 48% in prevention and intervention trials, respectively;

Sup.Fig.6A,B), compared to AdLacZ-treated BDL rats. However, total VEGF expression was not
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significantly modified by AdVASH1 (Sup.Fig.6C, Sup.Fig.3B). The existence of a spatially regulated
negative-feedback loop between VEGF and VASH1 restricted to hepatocytes located at the interface
between highly neovascularized fibrous septa and liver parenchyma (described above; Fig.3C) provides a
possible explanation for the reduction of intrahepatic pathological angiogenesis despite a lack of VEGF
expression change between AdVASH1- and AdLacZ-treated BDL rats. Because this cell population likely
represents only a tiny fraction of the total liver cells, immunoblotting of the whole liver tissue would not
detect any AdVASH1-induced local decrease in VEGF expression. The observed reduction in pathological
angiogenesis in the BDL liver suggests though that a contextual and strategically localized VEGF
downregulation could be taking place in response to AdVASH1. In addition, AdVASH1 had not significant
effects on the mRNA and protein expression of the VEGF receptors Flk1 and Flt1 in the liver of BDL and
SHAM rats (Sup.Fig.5). Further, the antiangiogenic effects of AdVASH1 were not detected in SHAM rats
(Sup.Fig.4, Sup.Fig.6B), indicating that exogenous AdVASH1 interfered with pathological but not
physiological angiogenesis.

Importantly, AdVASH1 markedly decreased fibrotic area in BDL rat liver (by 38% and 27% in
prevention and intervention trials, respectively; Fig.6AD,E, Sup.Fig.4), compared to AdLacZ-treated BDL
rats. Because activated hepatic stellate cells play a key role in liver fibrogenesis, it was reasonable to
speculate that AdVASH1-induced attenuation of fibrosis may occur through blockade of hepatic stellate
cell activation. To address this issue, we investigated whether AdVASH1 decreased the overexpression of
aSMA, which is expressed by stellate cells when they gain a myofibroblast-like phenotype in response to
liver injury. We found that «SMA expression in BDL rat liver was markedly downregulated by AdVASH1 in
the intervention trial (by 38%; Fig.6F), but was unaffected in the prevention trial (Fig.6F), consistent with
the temporal profiling of aSMA expression after BDL (i.e., low activation in early stages after BDL and high
activation at a later stage) (Fig.6C), and suggesting that suppression of hepatic stellate cell activation may
be part of the mechanism underlying the antifibrogenic effect of AdVASH1. Such effect could also be
indirectly supported through inhibition of intrahepatic angiogenesis (Sup.Fig.6A,B), which could explain

the reduced fibrosis seen in prevention trial. Further, AdVASH1 did not significantly modify the expression
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of the profibrotic transforming growth factor-p (TGF-f , suggesting that the AdVASH1 antifibrogenic effect

was independent of TGF-$ signaling (Sup.Fig.7).

Adenovirus-based delivery of VASH1 ameliorates portal hypertension, splanchnic hyperemia,
portohepatic resistance and portosystemic shunting in BDL rats

We next addressed whether the antiangiogenic and antifibrogenic effects of AdVASH1 translated into
amelioration of hemodynamic disturbances in BDL rats. As expected, AdLacZ-treated BDL rats exhibited
increased portal pressure (PP), superior mesenteric artery blood flow (SMABF) and portohepatic
resistance, compared with SHAM rats (Fig.7). Notably, treatment with AdVASH1 in BDL rats significantly
reduced PP (by 12% and 16% in prevention and intervention trials, respectively) (Fig.7). This effect was
most likely achieved through reduction of splanchnic neovascularization (Fig.5A,B) and SMABF (by 15%,
Fig.7) in the prevention trial and to decreased liver fibrosis (Fig.6A,B) and portohepatic resistance (by
25%, Fig.7) in the intervention trial. Amelioration of portal hypertension was also associated with a 26%
decrease in portosystemic shunting (Fig.7; intervention trial). Portosystemic collateralization was not
measured in the prevention trial because it was not appreciably altered until one week post-BDL (Fig.7).
AdVASH1 treatment did not have major systemic effects, as evidenced by the lack of change in mean

arterial pressure and heart rate (Fig.7), renal function (Sup.Fig.8A,B) and spleen weight (Sup.Fig.8C).
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DISCUSSION

The present study provides a detailed and comprehensive characterization of the spatio-temporal protein
expression profiling of the endogenous angiogenesis inhibitor VASH1 and its relationship with VEGF and
with 'the time course of neovascularization and fibrogenesis during portal hypertension and cirrhosis
through the analysis of patient-derived HCV-related cirrhotic liver specimens, different in vivo animal
models (i.e., BDL and PPVL models), two vascular beds with distinct characteristics (i.e., liver and
mesentery), different stages of disease progression (i.e., early and advanced disease), and in vitro
angiogenesis assays in HUVECs. Collectively, our data support the notion that VEGF becomes
overexpressed in mesentery and liver to switch on their angiogenic phenotypes upon portal hypertension
and cirrhosis induction (8). This VEGF upregulation and the subsequent VEGF-dependent angiogenesis
leads to overexpression of the endogenous angioinhibitor VASH1. Our results also highlight that the
VEGF/VASH1 cascades are embedded in a negative-feedback loop that regulates pathological
angiogenesis in portal hypertension and cirrhosis.

Another major finding of our study was the demonstration that exogenous elevation of VASH1 exerted
multifold beneficial effects in experimental portal hypertension without any apparent adverse side effect,
strongly suggesting that supplementation with VASH1 might be a novel and promising therapeutic strategy
for halting chronic liver disease progression. Indeed, we found that overexpressing VASH1 protein in vivo
by gene therapy with an adenoviral vector encoding VASH1 (AdVASH1) efficiently suppressed mesenteric
and intrahepatic pathological neovascularization and reduced the formation of portosystemic collateral
vessels in BDL rats. The protective action of AdVASH1 was not restricted to inhibition of angiogenesis, but
included a potent ability to attenuate intrahepatic fibrogenesis through suppression of hepatic stellate cell
activation. These results are in accordance with previous observations that VASH1 is upregulated in
tumors, retinal neovascularization, and arterial intimal thickening, and, when applied exogenously, inhibits
angiogenesis in vivo in animal models for such vascular disorders (21-26). The exact mechanism of action
associated with VASH1 is not understood completely and a functional receptor for VASH1 has not yet
been identified (18,19). Our data presented here define that the inhibitory effect of AdVASH1 on

angiogenesis could in part be explained by disruption of the VEGF-VASH1 negative-feedback loop with
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local downregulation of the excessive expression of the proangiogenic growth factor VEGF. Paradoxically,
overexpression of a factor (VASH1) that was already overexpressed in cirrhotic livers ameliorated liver
disease. The key of this apparent contradiction is that endogenous VASH1 is regulated by VEGF and,
therefore, contributes to reinforce the VEGF/VASH1 circuit increasing VEGF peaks of expression and, in
turn, pathological angiogenesis. On the contrary, ectopically, and non VEGF-regulated, VASH1
overexpression using AdVASH1 disrupts the circuit generating constant, but lower levels of VEGF
synthesis sufficient to maintain vascular homeostasis but not pathological angiogenesis.

Interestingly, the pleiotropic protective effects of AdVASH1 translated into a significant decrease in
portal pressure in BDL rats (by 12% in the prevention trial and by 16% in the intervention trial), pointing to
the potential therapeutic value of AdVASH1 for portal hypertension and liver cirrhosis. The fall in portal
pressure caused by AdVASH1 following the prevention trial was in part due to decrease in splanchnic
blood flow as a result of attenuated mesenteric neovascularization, whereas the reduction in PP observed
in the intervention trial was partly mediated by a decrease in portohepatic resistance as a consequence of
the AdVASH1-induced reduction in intrahepatic fibrogenesis and angiogenesis. The importance of these
findings is further underscored by the observation that the AdVASH1 effects mirrored the pattern of
pathological changes observed in mesentery and liver during disease progression. Thus, AdVASH1 was
effective in reducing mesenteric neovascularization and, in turn, splanchnic blood flow only when
administered during the active growing of new blood vessels (first week after BDL/prevention trial).
Further, AdVASH1 diminished portohepatic resistance when given in the period of maximal fibrogenesis
(from week 2 after BDL/intervention trial).

Another salient result was that AdVASH1 had no angioinhibitory activity in the absence of pathological
angiogenesis, that is in SHAM rats, indicating that the antiangiogenic properties of AdVASH1 were specific
for activated vessels engaged in the process of pathologic angiogenesis, sparing the normal organ
vasculature. The observation that AdVASH1 inhibited mesenteric neovascularization only when this
process was maximally active also suggests that AdVASH1 selectively targeted proliferating neovessels
but not preexisting or maturating vessels. Moreover, the normal growth of healthy vessels associated with
healing skin wounds was not impaired in AdVASH1-treated animals, supporting that AdVASH1 interfered

only with pathological but not physiological angiogenesis which is required for many physiologic processes
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including not only wound healing, but also organ growth and development, tissue maintenance, and
reproduction (13). This was further confirmed by showing that AdVASH1 had no effect on VEGF
expression in SHAM rats, and that AdVASH1 decreased VEGF levels in BDL rats back to the SHAM
baseline level, but not below that level, indicating that AdVASH1 reduced the excessive but not the normal
VEGF production needed for vascular homeostasis. It is likely that the use of VASH1, a molecule that is
naturally present in the organism (18,19), could lead to safer treatment outcomes against pathological
angiogenesis, without sacrificing efficacy. It should be noted in this regard that previous attempts at
targeting pathological angiogenesis in cirrhosis by using multikinase inhibitors such as sorafenib or
imatinib were successful in rats (7-10), but have little translational potential due to the many adverse
effects that these agents may have by interfering with normal, physiological angiogenesis (14,15).
Therefore, our results provide strong preclinical evidence suggesting that exogenous VASH1 elevation
might be a much safer and effective approach to target excessive angiogenesis worthy of clinical
assessment in portal hypertension and liver cirrhosis. This is further supported by our finding that VASH1

expression was markedly increased in clinical human cirrhotic livers.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Expression of VASH1 and VEGF proteins in mesentery from BDL rats. (A) Representative
photographs of VASH1 and VEGF immunostainings in paraffin-embedded mesenteric sections from BDL
and SHAM rats (n=6/group), showing overexpression of VASH1 and VEGF in the vascular wall of
preexisting mesenteric vessels, compared with control rats, as well as in the vascular wall of newly-formed
mesenteric vessels (arrowheads). (B) Western blotting of VASH1 and VEGF proteins in the mesentery
over an observation period of 28 days after BDL, and densitometric quantification (n=6/group) of protein
expression relative to loading controls B-actin or GAPDH. Results are expressed as mean+S.E.M. (C)
Representative photographs of H&E staining in the mesentery of SHAM and BDL rats. (D) Quantification
of mesenteric neovascularization (vessel number/tissue area) over an observation period of 28 days after

BDL (n=6/group). Results are expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus SHAM. Scale bars: 20-um (A),

100-pm (C).

Figure 2: Expression of VASH1 and VEGF proteins in mesentery from PPVL rats. (A) Representative
photographs of VASH1 and VEGF immunostainings in paraffin-embedded mesenteric sections from PPVL
and SHAM rats (n=6/group), showing overexpression of VASH1 and VEGF in the vascular wall of
preexisting mesenteric vessels (arrowheads), compared with control rats, as well as in the vascular wall of
newly-formed mesenteric vessels. (B) Double-immunofluorescence and confocal microscopy showing
cells double-expressing VASH1 (green) and VEGF (red) in the vascular wall of mesenteric neovessels
after portal hypertension induction in rats. Cell nuclei were visualized by DAPI (blue). Photograph at the
right shows the merge of VASH1, VEGF and DAPI stainings. White lines delineate newly-formed vessels.
Although most cells coexpressed VASH1 and VEGF, cells expressing the highest levels of VASH1
presented low VEGF expression (arrowheads). (C) Western blotting of VASH1 and VEGF proteins in the
mesentery over an observation period of 20 days after PPVL, and densitometric quantification (n=6/group)
of protein expression relative to loading control B-actin. Results are expressed as mean+S.E.M. (D)

Western blotting of VASH1 and VEGF proteins in the mesentery of PPVL rats treated with rapamycin
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(RAPA, 2 mg kg' day; intraperitoneally) or vehicle (VEH, 700 pl NaCl 0.9%), during 5 days, starting
immediately after PPVL. Densitometric quantification (n=4/group) of protein expression relative to loading
controls B-actin or GAPDH is also shown. Results are expressed as mean+S.E.M. (E) Representative
photographs of H&E staining in the mesentery of RAPA- and VEH-treated PPVL rats. (F) Quantification of
mesenteric neovascularization (vessel number/tissue area). In panels C and D, densitometric
quantification (n=4/group) of protein expression is relative to loading controls GAPDH or B-actin. Results
are expressed as mean+S.E.M. Scale bars: 20-um (A), 25-um (B), 100-um (E). *P<0.05 versus SHAM

(C), VEH-treated PPVL rats (D,F).

Figure 3: Expression of VASH1 and VEGF proteins in liver from BDL rats and from human patients
with hepatitis C virus-related cirrhosis. (A) Representative photographs of VASH1 and VEGF
immunostainings in paraffin-embedded liver sections from BDL and SHAM rats (n=6/group). Arrowheads
point to micronodules or neovessels. (B) Western blotting of VASH1 and VEGF proteins in the rat liver
over an observation period of 28 days after BDL, and densitometric quantification of protein expression
(mean+S.E.M.; n=6/group) relative to loading control GAPDH. (C) Representative photographs of VASH1
and. VEGF immunostainings in paraffin-embedded liver sections from healthy controls (n=5) and hepatitis
C-related cirrhotic humans (n=12). Arrowheads point to hepatocytes within cirrhotic regenerative
micronodules in which VASH1 and VEGF were strongly overexpressed (micronodules), to cells with
intense immunoreaction for VASH1 and VEGF located at the interface between fibrous septa and liver
parenchyma (interface), and also to the VASH1 and VEGF expression observed in the vascular wall of
newly formed microvessels inside the fibrous septa. *P<0.05 versus SHAM. Scale bars: 20-um (A,C-

neovessels), 50-um (A-parenchyma, micronodules; C-interface), 100-um (C-parenchyma, micronodules).

Figure 4: In vivo and in vitro adenoviral transfection efficiency. (A) B-Galactosidase activity in
mesentery and liver of AdLacZ-treated BDL and SHAM rats (n=6/group) and untreated controls (n=2). (B)
Representative photographs of X-Gal staining in liver of BDL and SHAM rats treated with AdLacZ from the

day of surgery. CV, central vein. (C) Western blotting of VASH1 protein in the mesentery and the liver of
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AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats (prevention trial). Densitometric quantification of
protein expression relative to loading controls GAPDH or B-actin is also shown. Results are expressed as
mean+S.E.M. (D) Western blotting of VASH1 in HUVECs untransfected or transfected with AdVASH1 or
AdLacZ. Densitometric quantification of protein expression relative to loading control B-actin is also
shown. Results are expressed as meanS.E.M. (E) In vitro angiogenesis assay in HUVECs untransfected
or ‘transfected with AdVASH1 or AdlLacZ. Representative photographs from three independent
experiments are shown. (F) Quantification of in vitro angiogenesis assay in HUVECs (number of branching
points). Results are expressed as mean+S.E.M (n=3/group). *P<0.05 versus AdLacZ-treated rats (C),

non-transfected HUVECs (D) or AdLacZ-transfected HUVECs (F). Scale bar: 100-um (B).

Figure 5: Effects of AAVASH1 on mesenteric angiogenesis in BDL rats. (A) Western blotting of VEGF
protein in the mesentery of AdVASH1- and AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, and densitometric
quantification of protein expression relative to loading control B-actin. Results are expressed as
meantS.E.M. (B) Mesentery H&E staining in AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL rats. (C) Quantification of
mesenteric neovascularization (vessel number/tissue area) in AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and
SHAM rats (n=6-8/group). Results are expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL

rats. **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats. Scale bar: 100-pum.

Figure 6: Effects of AdVASH1 on liver fibrosis in BDL rats. (A) Liver Sirius red staining over an
observation period of 28 days after BDL. (B) Quantification of liver fibrosis (sirius red staining area/total
area) in BDL and SHAM rats (n=6-8/group). Results are expressed as mean+S.E.M. (C) Western blotting
of aSMA protein in the rat liver over an observation of 28 days after BDL. Densitometric quantification of
protein expression relative to loading control GAPDH is also shown. Results are expressed as
meantS.E.M. (D) Sirius red staining in liver of AdVASH1- and AdLacZ-treated BDL rats. (E)
Quantification of liver fibrosis (sirius red staining area/total area) in AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and
SHAM rats (n=6-8/group). Results are expressed as mean+S.E.M. (F) Western blotting of aSMA protein

in the liver of AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats. Densitometric quantification of protein
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expression relative to loading control GAPDH is also shown. Results are expressed as meantS.E.M.
*P<0.05 versus SHAM (A,C) or AdLacZ-treated SHAM rats (E,F). **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL

rats (E,F). Scale bars: 200-pum.

Figure 7: Hemodynamic effects of AdVASH1. Effects of AdVASH1 and AdLacZ on mean arterial
pressure, portal pressure, superior mesenteric artery blood flow, portohepatic vascular resistance, heart
rate and portosystemic shunting in BDL and SHAM rats, in prevention (SHAM-AdLacZ, n=6; SHAM-
AdVASH, n=5; BDL-AdLacZ, n=6; BDL-AdVASH, n=7) and intervention (SHAM-AdLacZ, n=5; SHAM-
AdVASH, n=7; BDL-AdLacZ, n=6; BDL-AdVASH, n=10) trials. *P<0.05 versus AdLacZ-treated SHAM rats.
**P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats. Time course of portosystemic shunting over an observation
period of 28 days after BDL is also shown (*P<0.05 versus SHAM). All results are expressed as

mean+S.E.M.
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Figure 1: Expression of VASH1 and VEGF proteins in mesentery from BDL rats. (A) Representative
photographs of VASH1 and VEGF immunostainings in paraffin-embedded mesenteric sections from BDL and
SHAM rats (n=6/group), showing overexpression of VASH1 and VEGF in the vascular wall of preexisting
mesenteric vessels, compared with control rats, as well as in the vascular wall of newly-formed mesenteric
vessels (arrowheads). (B) Western blotting of VASH1 and VEGF proteins in the mesentery over an
observation period of 28 days after BDL, and densitometric quantification (n=6/group) of protein expression
relative to loading controls B-actin or GAPDH. Results are expressed as mean+S.E.M. (C) Representative
photographs of H&E staining in the mesentery of SHAM and BDL rats. (D) Quantification of mesenteric
neovascularization (vessel number/tissue area) over an observation period of 28 days after BDL
(n=6/group). Results are expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus SHAM. Scale bars: 20-pm (A), 100-

um (C).
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Figure 2: Expression of VASH1 and VEGF proteins in mesentery from PPVL rats. (A) Representative
photographs of VASH1 and VEGF immunostainings in paraffin-embedded mesenteric sections from PPVL and
SHAM rats (n=6/group), showing overexpression of VASH1 and VEGF in the vascular wall of preexisting
mesenteric vessels (arrowheads), compared with control rats, as well as in the vascular wall of newly-
formed mesenteric vessels. (B) Double-immunofluorescence and confocal microscopy showing cells double-
expressing VASH1 (green) and VEGF (red) in the vascular wall of mesenteric neovessels after portal
hypertension induction in rats. Cell nuclei were visualized by DAPI (blue). Photograph at the right shows the
merge of VASH1, VEGF and DAPI stainings. White lines delineate newly-formed vessels. Although most cells
coexpressed VASH1 and VEGF, cells expressing the highest levels of VASH1 presented low VEGF expression
(arrowheads). (C) Western blotting of VASH1 and VEGF proteins in the mesentery over an observation
period of 20 days after PPVL, and densitometric quantification (n=6/group) of protein expression relative to
loading control B-actin. Results are expressed as mean+S.E.M. (D) Western blotting of VASH1 and VEGF
proteins in the mesentery of PPVL rats treated with rapamycin (RAPA, 2 mg-kg-1-day-1; intraperitoneally) or

Hepatology



Hepatology Page 28 of «

vehicle (VEH, 700 pl NaCl 0.9%), during 5 days, starting immediately after PPVL. Densitometric
quantification (n=4/group) of protein expression relative to loading controls B-actin or GAPDH is also shown.
Results are expressed as mean+S.E.M. (E) Representative photographs of H&E staining in the mesentery of
RAPA- and VEH-treated PPVL rats. (F) Quantification of mesenteric neovascularization (vessel number/tissue
area). In panels C and D, densitometric quantification (n=4/group) of protein expression is relative to
loading controls GAPDH or B-actin. Results are expressed as mean+S.E.M. Scale bars: 20-uym (A), 25-um
(B), 100-um (E). *P<0.05 versus SHAM (C), VEH-treated PPVL rats (D,F).
207x295mm (300 x 300 DPI)
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Figure 3: Expression of VASH1 and VEGF proteins in liver from BDL rats and from human patients with
hepatitis C virus-related cirrhosis. (A) Representative photographs of VASH1 and VEGF immunostainings in
paraffin-embedded liver sections from BDL and SHAM rats (n=6/group). Arrowheads point to micronodules
or neovessels. (B) Western blotting of VASH1 and VEGF proteins in the rat liver over an observation period

of 28 days after BDL, and densitometric quantification of protein expression (mean+S.E.M.; n=6/group)
relative to loading control GAPDH. (C) Representative photographs of VASH1 and VEGF immunostainings in
paraffin-embedded liver sections from healthy controls (n=5) and hepatitis C-related cirrhotic humans
(n=12). Arrowheads point to hepatocytes within cirrhotic regenerative micronodules in which VASH1 and

VEGF were strongly overexpressed (micronodules), to cells with intense immunoreaction for VASH1 and

VEGF located at the interface between fibrous septa and liver parenchyma (interface), and also to the
VASH1 and VEGF expression observed in the vascular wall of newly formed microvessels inside the fibrous
septa. *P<0.05 versus SHAM. Scale bars: 20-um (A,C-neovessels), 50-um (A-parenchyma, micronodules;

C-interface), 100-um (C-parenchyma, micronodules).
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Figure 4: In vivo and in vitro adenoviral transfection efficiency. (A) B-Galactosidase activity in mesentery
and liver of AdLacZ-treated BDL and SHAM rats (n=6/group) and untreated controls (n=2). (B)
Representative photographs of X-Gal staining in liver of BDL and SHAM rats treated with AdLacZ from the
day of surgery. CV, central vein. (C) Western blotting of VASH1 protein in the mesentery and the liver of
AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats (prevention trial). Densitometric quantification of protein
expression relative to loading controls GAPDH or B-actin is also shown. Results are expressed as
mean=+S.E.M. (D) Western blotting of VASH1 in HUVECs untransfected or transfected with AAVASH1 or
AdLacZ. Densitometric quantification of protein expression relative to loading control B-actin is also shown.
Results are expressed as mean+S.E.M. (E) In vitro angiogenesis assay in HUVECs untransfected or
transfected with AdVASH1 or AdLacZ. Representative photographs from three independent experiments are
shown. (F) Quantification of in vitro angiogenesis assay in HUVECs (number of branching points). Results
are expressed as mean+S.E.M (n=3/group). *P<0.05 versus AdLacZ-treated rats (C), non-transfected
HUVECs (D) or AdLacZ-transfected HUVECs (F). Scale bar: 100-um (B).
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Figure 5: Effects of AdVASH1 on mesenteric angiogenesis in BDL rats. (A) Western blotting of VEGF protein
in the mesentery of AdVASH1- and AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, and densitometric quantification of
protein expression relative to loading control B-actin. Results are expressed as mean+S.E.M. (B) Mesentery
H&E staining in AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL rats. (C) Quantification of mesenteric neovascularization
(vessel number/tissue area) in AVASH1- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats (n=6-8/group). Results are
expressed as mean%S.E.M. *P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats. **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL
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expressed as mean+£S.E.M. (F) Western blotting of aSMA protein in the liver of AdVASH1- or AdLacZ-treated
BDL and SHAM rats. Densitometric quantification of protein expression relative to loading control GAPDH is
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Figure 7: Hemodynamic effects of AdVASH1. Effects of AVASH1 and AdLacZ on mean arterial pressure,
portal pressure, superior mesenteric artery blood flow, portohepatic vascular resistance, heart rate and
portosystemic shunting in BDL and SHAM rats, in prevention (SHAM-AdLacZ, n=6; SHAM-AdVASH, n=5;
BDL-AdLacZ, n=6; BDL-AdVASH, n=7) and intervention (SHAM-AdLacZ, n=5; SHAM-AdVASH, n=7; BDL-
AdLacZ, n=6; BDL-AdVASH, n=10) trials. *P<0.05 versus AdLacZ-treated SHAM rats. **P<0.05 versus
AdLacZ-treated BDL rats. Time course of portosystemic shunting over an observation period of 28 days after
BDL is also shown (*P<0.05 versus SHAM). All results are expressed as mean+S.E.M.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1: Clinical and hemodynamic data of the patients from whom liver
samples were obtained. OLT, orthotropic liver transplantation; HVPG, hepatic venous pressure gradient

(equivalent of portal pressure gradient in cirrhosis)!.

Stage of the disease and Source of Data regarding portal
Child-Pugh score liver sample hypertension

Compensated cirrhosis (n=4) | Transjugular liver biopsy in | 3 without varices, 1 with small
Mean Child-Pugh score = 6 3; explanted liver on OLT in | esophageal varices

one Mean HVPG 10.5 mmHg (range
7.5-15 mmHg)

Decompensated cirrhosis Explanted liver on OLT 1 without varices, 4 with small
(n=8) esophageal varices, 3 with large
Mean Child-Pugh score = 9 esophageal varices

Mean HVPG 18 mmHg (range
12-24 mmHg)

(1) Berzigotti A, Seijo S, Reverter E, Bosch J. Assessing portal hypertension in liver diseases. Expert Rev
Gastroenterol Hepatol 2013;7:141-155.

SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplementary Figure 1: Mesenteric angiogenic activity in portal hypertensive rats. (A)
Photomicrographs of H&E-stained mesenteric sections from sham-operated control rats (SHAM, n=6), and
from portal hypertensive rats at day 5 after partial portal vein ligation (PPVL, n=6), showing extensive
mesenteric neovascularization after PPVL. Scale bar: 100 um. (B) Quantification of the magnitude of
portal hypertension-associated mesenteric neovascularization (vessel number per tissue area) over an
observation period of 20 days after PPVL (n=6 at each time point). *P<0.05 versus SHAM control rats. The
first stage of the disease corresponded with a period of maximal angiogenic activity. In advanced portal
hypertension, mesenteric angiogenesis reached a plateau involving the final stage of vessel formation. (C)
Masson's trichrome staining in the mesentery from PPVL rats at day 20, showing that neovessels were
surrounded by collagen extracellular matrix. These neovessels were also functional and perfused, as
shown by their vascular integrity (i.e., vascular walls with endothelial cells covered by pericytes) and the

presence of erythrocytes into their lumina. Scale bar: 100 um.
Supplementary Figure 2: Whole blots of VASH1 protein after ADVASH1 treatment. (A) Expression of

VASH1 protein in the mesentery of bile duct ligated (BDL) rats and sham-operated (SHAM) control

animals after AdVASH1 or AdLacZ treatments, following the prevention trial. Arrowheads indicate bands
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corresponding to the endogenous rat VASH1 protein (rVASH1, 42 KDa) and the AdVASH1-delivered
human VASH1 protein ("WASH1, 40 KDa). Below, its loading control (3-Actin). (B) Expression of VASH1
protein in the liver of bile duct ligated (BDL) rats and sham-operated (SHAM) control animals after
AdVASH1 or AdLacZ treatments, following the prevention trial. Arrowhead indicates the band
corresponding to the AdVASH1-delivered human VASH1 protein (WWASH1, 40 KDa). Below, a longer
exposure of the membrane showing endogenous rat VASH1 protein ('VASH1, 42 KDa) and human
VASH1 (hVASHL, 40 KDa). At the bottom, the loading control (GAPDH). These whole blots correspond to
those shown in Figure 4C. C lanes correspond to human VASH1 transfected 293T cell lysate used as a

positive control.

Supplementary Figure 3: Whole blots of VEGF protein after AAVASH1 treatment. (A) Expression of
VEGF protein in the mesentery of bile duct ligated (BDL) rats and sham-operated (SHAM) control animals
after AdVASH1 or AdLacZ treatments, following the prevention (left) and intervention trials (right), with
their respective loading controls (3-Actin). These whole blots correspond to those shown in Figure 5A. (B)
Expression of VEGF protein in the liver of bile duct ligated (BDL) rats and sham-operated (SHAM) control
animals after AdVASH1 or AdLacZ treatments, following the prevention (left) and intervention trials (right),
with their respective loading controls (GAPDH). These blots correspond to those shown in Supplementary
Figure 6.. C lanes correspond to a cell lysate of ECV304 cells, a spontaneously transformed cell line
derived from a Japanese human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) culture, employed as control for

VEGF expression.

Supplementary Figure 4: Lack of effects of AdVASH1 and AdLacZ treatments in SHAM control rats.
Photomicrographs of mesentery and liver sections from AdVASH1- or AdLacZ-treated SHAM rats,
following the prevention and intervention trials. Results show that AdVASH1 and AdLacZ treatments did
not affect mesentery vascularization (H&E staining; scale bar: 100 um), liver vascularization
(immunohistochemistry for the endothelial cell marker von Willebrand factor, vWF; scale bar: 100 um),

and liver fibrosis (Sirius red staining; scale bar: 200 um). PV, portal vein.

Supplementary Figure 5: Expression of VEGF receptors (FIk1 and Flt1) after ADVASHL treatments.
(A) Quantification of relative FIk1 (VEGF receptor-2) and Flt1 (VEGF receptor-1) mRNA expression by RT-
PCR in the mesentery and liver of BDL rats treated with AdVASH1 or AdLacZ, following the prevention
and. intervention trials. Results are expressed as mean+S.E.M of three to four independent biological
replicates from each experimental group. (B) Western blotting of FIk1 and FIt1 proteins in the mesentery of
BDL rats treated with ADVASH1 or AdLacZ, following the prevention and intervention trials. p-Actin was
used as a loading control. (C) Western blotting of FIk1 and Fit1 proteins in the liver of BDL rats treated

with AdVASH1 or AdLacZ, following the prevention and intervention trials. GAPDH was used as a loading
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control. (D) Densitometric quantification of protein expression corresponding to the blots shown in panels

B and C. Data are mean+S.E.M.

Supplementary Figure 6: Effects of AdVASH1 on liver neovascularization and hepatic protein
expression of proangiogenic factors. (A) Photomicrographs of liver sections immunostained for the
endothelial cell marker von Willebrand factor (VWF), from AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL rats,
following the prevention and intervention trials. Arrowheads indicate VWF-positive vessels. Scale bar: 50
um. PV, portal vein. (B) Quantification of the liver neovascularization (VWF-positive microvessels per
field). Results are expressed as mean+S.E.M from 6-8 rats per group. *P<0.05 versus AdLacZ-treated
SHAM rats. **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats. Scale bar: 50 um. (C) Immunoblotting of VEGF in
the liver from AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, following the prevention and intervention
trials. GAPDH was used as loading control. Densitometric quantification of protein expression is also
shown, Data are mean+S.E.M. *P<0.05 versus AdLacZ-treated SHAM rats. **P<0.05 versus AdLacZ-
treated BDL rats.

Supplementary Figure 7: TGF-B expression in rat liver after AdVASH1 treatments. (A) Quantification
of relative TGF- mRNA expression by RT-PCR in the liver of BDL rats treated with AdVASH1 or AdLacZ,
following the prevention and intervention trials. Expression in AdLacZ-treated SHAM rats is also shown.
Results are expressed as mean+S.E.M of three to four independent biological replicates from each
experimental group. *P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats. *P<0.05 versus AdLacZ-treated SHAM
rats. (B) Western blotting of TGF-3 protein in the liver of BDL and SHAM rats treated with AdVASH1 or
AdLacZ, following the prevention and intervention trials. GAPDH was used as a loading control.
Densitometric quantification of protein expression is also shown. Data are mean+S.E.M. *P<0.05 versus
AdLacZ-treated SHAM rats.

Supplementary Figure 8: Effects of ADVASH1 treatment in renal function and spleen weight. (A)
Serum creatinine levels (mg/dl) in BDL and SHAM rats treated with AdVASHL1 or AdLacZ following the
prevention and intervention trials (n=4 per group). Results are expressed as mean + SEM. *P<0.05 versus
AdLacZ-treated BDL rats. (B) Blood urea nitrogen (BUN) levels in BDL and SHAM rats treated with
AdVASH1 or AdLacZ following the prevention and intervention trials (n=4 per group). Results are
expressed as mean + SEM. *P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats. ** P<0.05 versus AdLacZ-treated
SHAM rats. (C) Spleen weight to body weight ratio (g per 100g body weight) in BDL and SHAM rats
treated with AdVASH1 or AdLacZ following the prevention and intervention trials (n=6-8 per group).
**P<(.05 versus AdLacZ-treated SHAM rats.
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SUPPLEMENTARY EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animal model of prehepatic portal hypertension. Portal hypertension was induced by partial portal vein
ligation (PPVL), as previously described. Briefly, under anaesthesia with a combination of ketamine (100
mg/kg) (Merial, Lyon, France) plus midazolam (5 mg/kg) (Baxter, Deerfield, IL), a calibrated constriction of
the portal vein was performed using a single ligature of 3-0 silk tied around the portal vein and a 20-gauge
blunt-tipped needle. The needle was then removed, leaving a calibrated constriction of the portal vein.
Sham-operated (SHAM) control rats were operated in the same manner as the portal hypertensive

animals, except that the portal vein was not ligated.

Animal model of secondary biliary cirrhosis. Secondary hiliary cirrhosis with intrahepatic portal
hypertension was induced in rats by common bile duct ligation (BDL), as previously described. While each
animal was under anaesthesia, the common bile duct was achieved by the isolation of common bile duct
and occlusion by double ligature with 5-0 silk thread. The bile duct was then resected between the two
ligatures. Two days after surgery, urine turns dark brown colour because of the presence of bilirubin in the
urine. This event indicates successful ligation. In SHAM rats, the bile duct was similarly manipulated, but

not ligated.

Preparation of recombinant adenovirus. Replication-defective recombinant adenoviral vectors encoding
human vasohibin-1 (Ad-CMV-VASH1 or AdVASHL1) or B-galactosidase reporter gene (Ad-CMV-LacZ or
AdLacZ), under the transcriptional control of the cytomegalovirus immediate early enhancer/promoter,
were purchased from Vector Biolabs (Philadelphia, PA). After transfection of the adenovirus plasmids into
human embryonic kidney HEK293A cells (Invitrogen), were seeded in supplemented DMEM medium (10%
FBS, 1% L-glutamine, 1% penicillin-streptomycin, 1% non-essential amino acids and 0.1% sodium
pyruvate) and allowed to grow. When culture achieved 80% of confluence, cells were infected with
AdVASH1 or AdLacZ at multiplicity of infection (MOI) of 20:1 and incubated for 72 h at 37°C and 5% CO..
Once cytopathic effects were evident, the medium containing adenovirus was collected, submitted to three
freeze-thaw cycles to lyse the remaining cells, and centrifuged (405 g, 5 min). The obtained supernatant
was treated with 10 U/ml benzonase (30 min, RT) to eliminate bacterial DNA. An ion exchange membrane
adsorber (Sartobind Q75; Sartorius, Germany) was used to purify viral suspension. Viral suspension was
prediluted in dilution buffer (20 mM bicine, 0.6 M NaCl; pH 8.4) and washing steps were performed using
wash buffer (10 mM bicine, 0.4 M NaCl; pH 8.4). Finally, adenovirus were eluted with elution buffer (10
mM bicine and 0.61 M NaCl; pH 8.2) and storage buffer (10 mM Tris HCI, 2 mM MgClz, 100 mM NaCl,
0.2% BSA and 50% glycerol; pH 8.0) was added to preserve virus at -80°C. The tissue culture infective
dose (TCID50) assay was performed to determine titer of obtained adenovirus. Serial dilutions of a virus
stock (105 to 10-12) were prepared and inoculated onto replicate HEK293A cell cultures, in 96 well plastic

plates. The number of cell cultures that were infected was then determined for each virus dilution by
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looking to cytopathic effects after an incubation period. TCID50 titer was calculated from dilution of virus at

which 50% of the cell cultures were infected and contained at least one plaque forming unit (pfu).

B-Galactosidase reporter gene chemiluminescent assay for transfection efficiency of adenovirus.
Transfection efficiency of adenovirus was tested in vivo in BDL and SHAM rats by the injection of
recombinant adenoviruses under the control of the cytomegalovirus promoter encoding for the B-
galactosidase (LacZ) gene. Injections were performed through the tail vein, at a dose of 1x10° pfu, at the
moment of surgery (prevention trial) or two weeks after the initial surgery (intervention trial). Tissues were
harvested one week after the administration of adenoviral vectors, snap-frozen in liquid nitrogen and kept
at -80°C. Then, tissues were grinded in liquid nitrogen into a powder and lysis buffer was added. Samples
were _centrifuged (157,000 g, 20 min) and protein concentration was measured in the collected
supernatants by Bradford assay. The adenoviral tissue distribution was measured using the -
galactosidase reporter gene chemiluminescent assay, Galacto-Light Plus (Applied Biosystems), according
to the manufacturer's instructions. In brief, 40 ug protein samples (in triplicate for each rat) were diluted in
the kit's lysis buffer plus 0.1% BSA to a final volume of 20 ul. Then, 200 pl of reaction buffer, containing a
chemiluminiscent substrate for -galactosidase, was added to each sample. After 45 min, 300 ul of
Accelerator was added to trigger light emission from the substrate, and samples were read with a Berthold
Lumat LB9507 luminometer, obtaining a value of Relative Light Units (RLU). The resulting values were
translated to nanograms of [B-galactosidase by a standard curve performed with various known

concentrations of B-galactosidase (G5635, Sigma, St Louis, MO).

X-Gal staining for transfection efficiency of adenovirus. Livers were harvested at different time points
after injections, rinsed in PBS and 2 mM MgCl, and fixed in 0,5% glutaraldehyde/PBS for 1 h. Then, livers
were transferred to 15% sucrose solution (1 h, 4°C) and 30% sucrose solution (overnight, 4°C) for
cryopreservation. The next day, tissues were embedded in OCT compound and snap-frozen in a bath of
methylbutane immersed in liquid nitrogen. The OCT-embedded blocks were cut on a cryotome into 10 um
thick sections and mounted on superfrost slides. LacZ Tissue Staining Kit (InvivoGen, San Diego, CA) was
used to perform X-gal staining. According to the manufacturer’s instructions, the sections were fixed in
0,5% glutaraldehyde/PBS for 10 min and immersed overnight at 37°C in a staining solution containing X-
gal in a PBS solution plus potassium ferrocyanide, potassium ferricyanide, MgCl,, Igepal and sodium
deoxycholate. Finally, slides were rinsed in PBS for 30 min and mounted with a xylene-free mounting

medium.
Histological analyses and immunohistochemistry. Tissues were harvested, fixed by submersion in

10% buffered formalin solution, and embedded in paraffin. Successive 2-pum sections were then obtained

and prepared for histological staining (H&E staining, and modified Massons™ Trichrome staining), using
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standard histological protocols. For immunostaining, the 2-um paraffin sections were deparaffinized in
xylol and rehydrated in graded alcohol series. Endogenous peroxidase was inhibited using 3% H,O, (10
min, RT). Sections were then washed in PBS and heated in a pressure cooker for epitope retrieval (in 10
mM citrate buffer, pH 6.0, 5 min). Slides were blocked with 5% normal goat serum for 1 h, and then
incubated (1 h, RT, or overnight, 4°C) with polyclonal antibodies against VEGF (1:100 dilution, ab46154,
Abcam, Cambridge, UK) and VASH1 (1:100 dilution, HPA000653, Sigma), and monoclonal antibodies
against vVWF (1:1000 dilution, A0082, Dako, Glostrup, Denmark). Sections were then washed with PBS,
and incubated with Dako Real EnVision Detection System (HRP mouse/rabbit secondary antibody; 30
min, RT). Antibody binding was revealed using HO, as a substrate, and diaminobenzidine as a
chromogen. Hematoxylin was used as a counterstain. For negative control, primary antibody was omitted
and then sections were incubated with corresponding secondary antibodies and detection systems.
Stained sections were visualized with a Zeiss microscope. Images from several regions of the tissue
sections were then acquired using an AxioCam camera (Carl Zeiss Vision, Germany). Analysis of the

digitalized images was performed with computerized imaging system (AxioVision and Image J).

Immunofluorescence and confocal laser microscopy. Tissue sections (2 um) were deparaffinized, and
antigen retrieval and blocking were performed as described above for immunohistochemistry. Primary
antibodies against VASH1 (1:50 dilution, sc-134454, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and
VEGF (1:50 dilution; ab46154, AbCam) were used. For fluorescence visualization of antibody reactions,
primary antibodies were detected using secondary antibodies labeled with the fluorochromes Alexa Fluor
(Alexa anti-mouse A555 and Alexa anti-rabbit A647; Invitrogen). To detect cell nuclei, paraffin-embedded
tissues were deparaffined and mounted on Vectashield mounting medium for fluorescence with DAPI (H-
1200; Vector). Negative controls were run omitting the primary antibody and incubating with secondary
antibodies labeled with the fluorochromes Alexa Fluor. Confocal microscopy was performed at the
Advanced Light Microscopy Unit (Scientific and Technological Centers) from the University of Barcelona.
Confocal images were acquired using a Leica TCS SP5 laser scanning confocal microscope (Leica
Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany) equipped with a DMI6000 inverted microscope.
DAPI, Alexa Fluor 555 and Alexa Fluor 647 images were acquired sequentially using 405, 561 and 633
laser lines, AOBS (Acoustic Optical Beam Splitter) as beam splitter and emission detection ranges 415-
525 nm, 570-650 nm and 650-750 nm, respectively, and the confocal pinhole set at 1 Airy units. All
images were acquired with an APO 63x oil (NA 1.4) immersion objective lenses, digitized into TIFF format
of 1024 x1024 pixels and 12 bit depth (4096 fluorescence intensity levels of information). Electronic zoom
(x3) was used for stronger magnification and better image resolution. Images were taken in the X-Y plane

and/or the Z axis. Stacks of 1 micrometer-thick serial optical slices were taken in Z axis.

Quantification of tissue vascularization. For rat mesentery, tissue was fixed in 10% formalin,

embedded in paraffin, sectioned and stained with H&E. Computer-based quantitative analysis of
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angiogenesis was performed in mesenteric sections with the assistance of Axiovision software (Zeiss,
Germany) by counting vascular structures from 4-6 digital images taken from each tissue section at 100X
magnification. A value from each individual rat was obtained and the average value for each group was
calculated. For rat liver, formalin-fixed paraffin-embedded liver sections were immunostained with antibody
against the endothelial cell marker von Willebrand factor (vWF) or phosphate-buffered saline, as a
negative control. Bound antibody was visualized with diaminobenzidine, as chromogen, and slides were
counterstained with hematoxylin. Then, portal tracts from each slide were photographed at 100X
magnification and the number of VWF-positive vessels in each field was quantified using Axiovision
software. Quantifications were conducted independently by two investigators who were blinded to the

samples” profiles.

Quantification of liver fibrogenesis. For semiquantitative analysis of hepatic fibrosis, formalin-fixed
paraffin-embedded liver sections were pretreated 10 min with thiosemicarbazide (Sigma) and stained with
a solution of 0.1% Sirius red (Direct Red 80; Sigma) in picric acid (Sigma). Slides were photographed and
analyzed using Axiovision software (Zeiss, Germany). Multiple fields from each slide were randomly

selected and the red stained area per total area (square pixels) was measured.

Analysis of protein expression by immunoblotting. Samples were homogenized in ice-cold lysis buffer
containing 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl (pH 7.4), 10 pg/ml aprotinin, 10 ug/ml leupeptin, 10
pg/ml pepstatin, 40 pg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 uM sodium pyrophosphate, 20 uM sodium
fluoride, 1% Triton X-100, 1 mM sodium orthovanadate, and 0.1 uM okadaic acid. The resultant lysates
were centrifuged at 15,700g for 30 min at 4°C. Supernatants were collected and total protein was
quantified using Bradford protein assay (Bio-Rad Laboratories). Samples were heated (95°C, 5 min) in
SDS- and 3-mercaptoethanol-containing sample buffer and separated by 8 or 10% (depending on the
protein analyzed) SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Proteins were transferred to polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane (Immunoblot-P, Millipore, Billerica, MA) previously activated with methanol,
during 2 hours at 60V at 4°C and stained with Ponceau S Solution (Sigma), to check for equal loading of
protein in each lane. Membranes were blocked in Tris-buffered saline (TBS) with 0,05% Tween 20 (TBS-T
buffer) containing 5% (wt/vol) skim milk for 1 h, and then incubated, overnight at 4°C, with corresponding
antibodies against VASH1 (1:200 dilution in TBS-T with 5% milk; sc-134454, Santa Cruz Biotechnology
and HPA000653, Sigma), VEGF (1:500 dilution; ab46154, Abcam), a-SMA (1:1000 dilution; A2547,
Sigma), Flk1 (1:500 dilution; sc-315; Santa Cruz), Flt1 (1:200 dilution, sc-316; Santa Cruz Biotechnology)
and TGFf (1:500 dilution; MAB 1032; Millipore). Blots were then incubated with horseradish peroxidase-
conjugated antibodies against rabbit or mouse 1gG (1:10000 dilution in TBS-T with 5% skim milk;
Stressgen, Sidney, Canada) for 1 h at RT. Proteins were detected using an enhanced chemiluminescence
detection system (ECL Western blotting detection kit; Millipore) and an ImageQuant LAS-4000

biomolecular imager (GE Healthcare Life Sciences). Quantification of protein signals was performed using
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computer-assisted densitometry. Loading accuracy was evaluated via membrane rehybridization with
antibodies against B-actin (1:1000 dilution, 1h, RT; A2228, Sigma) or glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH; 1:1000 dilution, 1h, RT; sc-32233, Santa Cruz Biotechnology). Molecular weight
was calculated with prestained standards (Bio-Rad). The western blot analysis was repeated to confirm
reproducibility using the samples collected from three individual rats of each experimental group.

RNA Isolation and reverse transcription. Total RNA was isolated from frozen SHAM (n=3 per treatment
group) or BDL livers (n=4 per treatment group) using the Trizol method (Invitrogen). The RNA was treated
with DNAse (Ambion, Austin TX) to avoid DNA contamination. Obtained RNA was quantified using a
Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific). For c¢cDNA synthesis, 1 pg of total RNA was

retrotranscribed using Quantitect Reverse Transcription kit as described by the manufacturer (Qiagen).

Real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (qRT-PCR). Reverse
transcriptase—polymerase chain reaction was used to amplify cDNA templates by using the fluorescent
TagMan technology (Applied Biosystems, Foster City, CA) on a 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). All TagMan probes (GAPDH, Rn 01775763 g1; 18S, Hs99999901 s1; Flk1, Rn
00564986_m1; Fltl Rn00579815 ml; TGFB1, Rn00572010_ml1) were purchased from Applied
Biosystems. Each polymerase chain reaction was carried out with 2 ul of the hepatic or mesenteric cDNA
sample (20 ng), 1X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), and probe in a final volume
of 20 ulL, as recommended by the manufacturer. After an initial denaturation step at 95°C for 10 minutes,
45 cycles were performed as follows: 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. All experiments were
performed in duplicate and normalized with GAPDH. The fold enrichment of target sequences in VASH or
LacZ treated BDL rats compared to sham rats was calculated using the comparative Ct method according

to manufacturer's instructions.

Renal function tests. Blood (1.5 ml) was drawn from animals at the end of the hemodynamic studies, and
serum total creatinine and blood nitrogen urea (BUN) was determined in an ADVIA 1650 automated

analyzer (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY).
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ABSTRACT

Objective: Antiangiogenic strategies have been proposed as a promising new approach for the
therapy of portal hypertension and chronic liver disease. Pigment epithelium-derived factor
(PEDF) is a powerful endogenous angiogenesis inhibitor whose role in portal hypertension
remains unknown. Therefore, we aimed at determining the involvement of PEDF in cirrhotic portal
hypertension and the therapeutic efficacy of its supplementation.

Design: PEDF expression profiling and its relationship with VEGF, neovascularization and
fibrogenesis was determined in bile duct-ligated (BDL) rats and human cirrhotic livers. The ability
of exogenous PEDF overexpression by adenovirus-mediated gene transfer (AdPEDF) to inhibit
angiogenesis, fibrogenesis and portal pressure was also evaluated in BDL rats, following
prevention and intervention trials.

Results: PEDF was upregulated in cirrhotic human and BDL rat livers. PEDF and VEGF
protein expression and localization in mesentery and liver increased in parallel with portal
hypertension progression, being closely linked in time and space with mesenteric
neovascularization and liver fibrogenesis in BDL rats. Furthermore, AAPEDF increased PEDF
bioavailability in BDL rats, shifting the net balance in the local abundance of positive (VEGF) and
negative (PEDF) angiogenesis drivers in favor of attenuation of portal hypertension-associated
pathological neovascularization. The antiangiogenic effects of AdPEDF targeted only pathological
angiogenesis, without affecting normal vasculature and were observed during early stages of
disease. AJPEDF also significantly decreased liver fibrogenesis (through metalloproteinase
upregulation), portosystemic collateralization and portal pressure in BDL rats.

Conclusion: This study provides compelling experimental evidence indicating that PEDF could

be a novel therapeutic agent worthy of assessment in portal hypertension and cirrhosis.
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SUMMARY BOX
What is already known about this subject?

e Angiogenesis is a major pathological hallmark of chronic liver disease that is essential to
develop and maintain portal hypertension, splanchnic hyperemia and portosystemic
collateralization, and is also intimately linked to liver fibrogenesis.

e Pigment epithelium-derived factor (PEDF) is one of the strongest endogenous
angiogenesis inhibitors known to date.

e PEDF gene delivery exhibits antifibrogenic effects during early stages of CCls- or

thioacetamide-induced liver fibrosis in mice.

What are the new findings?

o PEDF is overexpressed in the liver of patients with HCV-related cirrhosis, as well as in the
liver and mesenteric vascular bed in animal models of portal hypertension and cirrhosis.

e PEDF and VEGF are unidirectionally upregulated and correlate with mesenteric
neovascularization and liver fibrogenesis during cirrhosis, suggesting that PEDF induction
might reflect a compensatory mechanism aimed at reducing the adverse effects of VEGF.

e In vivo PEDF gene transfer mediated by adenoviral vectors (AdPEDF) effectively
suppresses mesenteric pathological angiogenesis and intrahepatic fibrogenesis in BDL
rats, leading to a significant decrease in portal pressure.

¢ The antiangiogenic properties of APEDF are specific for activated vessels engaged in the

process of pathologic angiogenesis, sparing the normal organ vasculature.

How might it impact on clinical practice in the foreseeable future?
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e From a therapeutic perspective, our results indicate that exogenous PEDF

supplementation could be a promising and plausible therapeutic modality for preventing
further disease progression and consequently reducing the risk for developing overt liver
cirrhosis in patients. Of note, targeting early pathogenic changes might afford an
opportunity to intervene on chronic liver disease at a stage before irreversible fibrosis. This
possibility is of particular significance since the management of patients with chronic liver
disease continues to be a critical and prevalent clinical problem, for which few therapeutic
options are available.

PEDF administration, by being a therapeutic strategy that specifically targets pathological
angiogenesis without affecting physiological angiogenesis and vascular homeostasis,
could lead to safer treatment outcomes against pathological neovascularization, without
sacrificing efficacy.

Our present findings might also have implications for many other diseases whose

pathogenicity is mediated by angiogenesis, such as chronic inflammatory disorders and cancer.
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INTRODUCTION

Portal hypertension (PH) is the most important complication that develops in patients with liver
cirrhosis and remains a major leading cause of mortality and liver transplantation worldwide [1,2].
PH is characterized by a pathological increase in portal pressure (PP), development of
hyperdynamic splanchnic circulation, and formation of portosystemic collateral vessels
responsible for life-threatening consequences like gastroesophageal variceal bleeding,
portosystemic encephalopathy and sepsis [1-3]. Currently, the therapeutic armamentarium for
treatment of PH and liver cirrhosis is severely limited [1-3], and new and effective therapeutic
strategies to improve the prognosis of cirrhotic patients are urgently needed.

Angiogenesis, the growth of new blood vessels from preexisting vessels [4], is a pathological
hallmark of chronic liver disease that is essential to develop and maintain PH, splanchnic
hyperemia and portosystemic collateralization, and is also intimately linked to liver fibrogenesis
[5,6]. Therefore, antiangiogenesis strategies have been proposed as a feasible and promising
therapeutic approach for PH and cirrhosis treatment [7]. However, for this therapeutic strategy to
be clinically applicable, it should selectively target abnormally growing neovessels and not
physiologic angiogenesis, in order to minimize undesirable side effects such as collapse of
normal vasculature, gastrointestinal perforation and bleeding and other adverse effects observed
for example in patients with hepatocellular carcinoma and cirrhosis treated with multikinase
inhibitors [8,9].

PEDF has recently emerged as an endogenous antiangiogenic molecule that meets these
criteria as it specifically and potently suppresses pathogenic neovessel growth without harming
mature vessels [10-13]. Another prominent advantage of using angioinhibitors that are
endogenously present in the body, such as PEDF, is that these molecules would not be expected
to activate drug resistant genes and, thus, may offer a promising breakthrough for effective

antiangiogenesis therapy [12,13]. PEDF has the additional therapeutic benefit of being well
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tolerated and unlikely to elicit an immunological response or produce the toxic side effects of
synthetic inhibitors [12,13]. PEDF is actually one of the strongest natural inhibitors of pathological
angiogenesis known to date [10-13], and this property has turned it into a promising therapeutic
tool for slowing the progression of many neovascular pathologies, including angiogenic eye
disease [12-14], diabetic complications [14,15], cardiovascular disease [16], hepatocellular
carcinoma [17], and several other cancers [18]. Notably, PEDF is constitutively expressed in
healthy liver [19,20], suggesting that its presence might be physiologically relevant for maintaining
hepatic vascular homeostasis. Further, an interesting study by Ho et al. demonstrated an
antifibrogenic effect of PEDF gene delivery during early stages of CCls- or thioacetamide-induced
liver fibrosis in mice [21]. Nonetheless, there is no study specifically addressing the potential
relationship between PEDF and pathological angiogenesis in the context of portal hypertension
and cirrhosis. In addition, we have recently demonstrated that another endogenous angiogenesis
inhibitor, vasohibin, modulates PH-associated angiogenesis in experimental cirrhosis and that its
overexpression partly corrects excessive angiogenesis and decreases portal pressure [22], thus
proving that manipulation of endogenous anti-angiogenic pathways may be a successful strategy
to treat PH in cirrhosis.

These considerations prompted us to provide a detailed characterization of PEDF expression
in liver specimens from patients with hepatitis C virus (HCV)-related cirrhosis, as well as in liver
and mesentery from the well established and widely used BDL animal model of PH and cirrhosis,
and to investigate the therapeutic potential of in vivo PEDF gene transfer using adenovirus

vectors in BDL rats.
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METHODS

Patients. Human samples of HCV-related cirrhotic liver (n=12) were obtained from transjugular
liver biopsies (TJLB) or from explanted organ during liver transplantation. TILB was performed
under X-ray videofluoroscopy as previously reported [23]. Liver samples were fixed in formalin
and paraffined for immunohistochemistry. Clinical data of patients at the moment of liver sampling
are summarized in Supplementary Table 1. Paraffin-embedded human normal liver tissue
blocks (n=5) were commercially obtained (AMS Biotechnology, Abingdon). All research protocols
regarding human samples were approved by the Clinical Review Board and Ethics Committee at
Hospital Clinic of Barcelona (protocol number: 2011/6723). All participating patients were

thoroughly informed about the studies and provided written informed consent.

Animals. All animal experiments were approved by Laboratory Animal Care and Use Committees
of University of Barcelona. Secondary biliary cirrhosis with intrahepatic portal hypertension was
induced in male Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories, Cambridge), weighing 275-
300g, by common bile duct ligation (BDL). While each animal was under anaesthesia, the
common bile duct was isolated, occluded by double ligature with 5-0 silk thread, and then
resected between the two ligatures. Two days after surgery, urine turns dark brown colour
because of the presence of bilirubin in the urine. This event indicates successful ligation. In
SHAM rats, the bile duct was similarly manipulated, but not ligated.

Induction of cirrhosis by carbon tetrachloride (CCls) was performed in male Wistar rats
(Charles River Laboratories, Saint Aubin les Elseuf, France) weighing 50 to 75 gr. The animals
were exposed to CCls vapour atmosphere three times a week, starting at 0,5 min/exposure. The
duration of the exposure was then increased to 1 min after the three first sessions, and 1 more
minute every three sessions until it reached 5 min, which was used until the end of the

investigation. A high yield of micronodular cirrhosis was obtained after 12 weeks of CCl4

http://mc.manuscriptcentral.com/gut



O©oOoO~NOOOPRWN -

Gut

inhalation. Both cirrhotic and control rats were fed ad libitum with standard chow and water

containing phenobarbital (0.3 g/L) as drinking fluid.

Adenovirus-mediated PEDF gene transfer to rat mesentery and liver in vivo. PEDF
overexpression in rats was achieved by systemic administration of a single injection of a
replication-defective recombinant adenoviral vector carrying the rat PEDF gene (AdPEDF; 1x1010
plaque forming units, through the tail vein), either at the time of BDL or sham operation
(prevention trial) or two weeks after initial surgeries (intervention trial). Adenovirus vector
encoding the P-galactosidase gene (AdLacZ) was used as negative control. Subsequent

experiments were performed seven days after viral injection.

Hemodynamic measurements. Under anesthesia with ketamine (100-mg/kg) and midazolam (5-
mg/kg), PE-50 catheters were introduced into femoral artery and portal vein to measure mean
arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR, beats/min) and portal pressure (PP, mmHg).
Portosystemic shunting was quantified by injection of yellow microspheres (15-um diameter, Dye-
trak, Triton Technologies, San Diego) into the spleen, as collateralization (%)=(lung

microspheres)/(lung microspheres+liver microspheres)x100.

Endothelial cell tube formation assay. PEDF overexpression in human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs) was achieved by AdPEDF infection at final multiplicity of infection
(moi) of 50 and 100. AdLacZ-treated or untreated HUVECs were used as control. After 48h,
infection medium was withdrawn and HUVECs were washed with PBS. To analyze tube-like
formation, HUVECs (2x104 cells/well, n=3/group) were plated on top of Matrigel (50-ul/well; In
vitro angiogenesis assay kit; Chemicon, Ballerica) and incubated for 6h at 37°C. Number of

branching points was counted by inverted microscopy.
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Statistical analysis. Data are presented as meantS.E.M. Results obtained in normally

distributed variables were compared with parametric statistical procedures (two-tailed Student ¢

O©oOoO~NOOOPRWN -

10 test and two-way analysis of variance). For non-parametric data, we used Kruskal-Wallis one-way

12 analysis of variance and Mann-Whitney U test. P<0.05 was considered statistically significant.

16 Additional methods are described in Supplementary Information.
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RESULTS

PEDF expression pattern in human cirrhotic liver. To investigate the pathophysiological
relevance of PEDF in cirrhosis, we first determined PEDF expression, by immunohistochemistry,
in livers from patients with HCV-related cirrhosis (Supplementary-Table 1) and healthy subjects.
PEDF was overexpressed in cirrhotic liver, predominantly in regenerative micronodules and at the
interface between liver parenchyma and highly neovascularized fibrous septa (Fig.1A). This
PEDF localization correlated with regions expressing high VEGF levels (Supplementary-Fig.1A).
PEDF protein overexpression in human cirrhotic livers was further corroborated by

immunoblotting (Fig.1B), and was not associated with PEDF mRNA upregulation (Fig.1C).

Spatio-temporal PEDF expression profile in BDL rat liver. We next characterized PEDF
expression kinetics in BDL rat liver, at various stages of disease progression (days 1, 3, 7, 14 and
28 after BDL), and in sham-operated (SHAM) control animals. By immunoblotting, we found that
PEDF protein expression increased time-dependently after cirrhosis induction, following an
expression pattern similar to that of VEGF (Fig.1D). By qRT-PCR, we observed that temporal
changes in PEDF protein expression did not correlate with parallel changes in mRNA expression
(Fig.1E), suggesting the presence of different still unknown regulatory mechanisms of PEDF
gene expression. By immunohistochemistry, we also demonstrated that PEDF protein appeared
robustly in hepatocytes of BDL rats, mainly within micronodules in areas of fibrogenesis (Fig.1F),

with a high degree of overlap in PEDF and VEGF spatial distributions (Supplementary-Fig.1B).

Spatio-temporal PEDF expression profile in CCls-induced cirrhotic rat liver. In view of the
time-dependent increase of PEDF expression found in the BDL model, apparently in contradiction
with previously published data in other models of cirrhosis [21], we also explored PEDF

expression along disease progression in a different model. VEGF and PEDF protein expression

10
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was assessed by immunoblotting in fibrotic rats by CCls inhalation (control rats, 6-week CCls rats
and 12-week CCls rats) showing progressive overexpression of PEDF (Supplementary-Fig.2A)

in parallel with VEGF (Supplementary-Fig.2B), in a time-dependent manner.

Spatio-temporal PEDF expression profile in BDL rat mesentery. We next focused our
attention on the mesentery because excessive neovessel growth in this vascular bed is a pivotal
feature of PH that promotes splanchnic hyperemia and contributes to disease aggravation [6]. We
studied whether and how much PEDF was expressed in mesentery in SHAM rats and at different
time points after BDL by immunoblotting, gRT-PCR and immunohistochemistry. Cirrhosis
induction led to early PEDF protein upregulation (Fig.2A), albeit along with unchanged PEDF
mRNA levels (Fig.2B). PEDF protein expression remained high throughout the first week
(Fig.2A), correlating with maximal angiogenic activity (Fig.2C,D), but subsequently returned to
normal levels (Fig.2A), when active neovessel growth declined (Fig.2C,D). These findings were
mirrored by immunolocalization data showing abundant PEDF expression in endothelial, smooth
muscle and adventitial cells at the vascular wall of preexisting and outgrowing vessels when
angiogenesis was actively developing and an overall decrease in PEDF immunoreactivity when
angiogenesis plateaued (Fig.2E). These data suggest that PEDF is involved in regulation of PH-
associated neovascular pathology; this was further supported by the observation that PEDF and
VEGF expressions increased proportionally (Fig.2A) and overlapped in BDL rat mesentery

(Supplementary-Fig.1C).

AdPEDF successfully transferred PEDF gene into human umbilical vein endothelial cells
(HUVECs) and produced angioinhibitory PEDF protein in vitro. Before examining the in vivo
effects of exogenous PEDF supplementation by AAPEDF in rats, we tested whether AAPEDF was

able to transduce cells and express PEDF protein in in vitro models of angiogenesis. Indeed,

11
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HUVEC transfection with AAPEDF effectively overexpressed PEDF protein (Fig.3A) and PEDF
mRNA (Fig.3B). In contrast, PEDF protein and mRNA were barely detectable in HUVECs
transfected with control AdLacZ or non-transfected (Fig.3A,3B). Further, the ability of AdLacZ-
transfected HUVECs to form tube-like structures on Matrigel was strongly reduced in AdPEDF-
transfected HUVECs (Fig.3C). Quantitative analysis confirmed that PEDF protein produced after
AdPEDF gene transfer was functional and capable of significantly suppressing HUVEC tube and

branch formation (Fig.3D).

Efficient PEDF overexpression in rat mesentery and liver after in vivo AAPEDF gene
delivery. Having demonstrated that AAPEDF influences vascular growth in vitro, we investigated
whether this adenovirus would also reduce pathological angiogenesis in vivo. Specifically, we
studied the effects of systemic AJPEDF administration in BDL and SHAM rats, following a
prevention trial targeting early PH, and an intervention trial targeting advanced PH stages (see
Methods). Matching lots of rats were treated with AdLacZ, as negative controls. All animals
tolerated well the treatments. Quantitative B-galactosidase chemiluminescence assay verified
that recombinant adenoviral vectors were successfully delivered in vivo to liver and mesentery,
with an optimal degree of transduction efficiency in both trials (Supplementary-Figs.3A,4A).
Immunoblotting and immunohistochemical analyses further confirmed that PEDF protein was
overexpressed in target organs (Fig.3E,4A), 7-days after AAPEDF injection, and accumulated
predominantly into mesenteric vessels (endothelial, smooth muscle and adventitial cells at the

vascular wall) and hepatocytes (Supplementary-Fig.3B,4B).

Antiangiogenic effects of AAPEDF. We determined the effects of ADPEDF on PH-associated
pathological angiogenic processes (i.e, mesenteric and intrahepatic neovascularization and

portosystemic collateral formation [6]). In the mesentery, AdPEDF exhibited a potent

12
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antiangiogenic activity, significantly decreasing neovascularization (by 31%) (Fig.3EF,G) and
VEGF expression (Fig.3H) in BDL rats during prevention trial, but not when AdPEDF was
administered at advanced stages (intervention trial) (Fig.3F-H). Portosystemic collateralization
was not measured in prevention trial because it was not appreciable one week post-BDL.
Following intervention trial, AAPEDF-treated BDL rats showed a 16% decrease in portosystemic
collateralization compared to AdLacZ-treated animals (61.5+10% vs. 85.5+8%), although the
difference did not reach statistical significance (P=0.3). The liver was less responsive to the
angioinhibitory effects of ADPEDF, with non-significant (P=0.3) AJPEDF-induced decreases in
the number of vessels positive for the endothelial cell marker von-Willebrand factor in BDL rat
livers, under prevention and intervention trials, respectively (Supplementary-Fig.5A,B). VEGF
expression was not modified by AAPEDF in BDL rat liver (Supplementary-Fig.5C). In SHAM rats
(Supplementary-Fig.6), AAPEDF had not significant antiangiogenic effects.

It is believed that laminin receptor (LR) is the main PEDF receptor driving PEDF
antiangiogenic signals [24]. Therefore, we determined LR expression in liver and mesentery of
BDL and SHAM rats, throughout different stages of PH and after treatments, but found no
differences (Supplementary-Fig.7A,B), suggesting that the mild antiangiogenic effects of

AdPEDF in BDL rat liver could not be ascribed to a deficiency or downregulation of LR.

Antifibrogenic effects of AAPEDF. We further conducted studies to determine whether liver
fibrosis was affected by AAPEDF. BDL resulted in extensive intrahepatic deposition of collagen-|
fibers (Sirius red staining; Fig.4B,C), which was substantially diminished (by 35%) by AdPEDF
under prevention trial (Fig.4B,C). This antifibrotic effect occurred independently of hepatic stellate
cell (HSC) activation suppression since AJPEDF did not attenuate expression of the HSC

activation marker aSMA (Fig.4D). Instead, HSCs were even activated by AdPEDF, leading to

increased mRNA and protein production of collagen-I a-chains (Fig.4D,E). Since collagen-I fibers
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are composed by a-chains wrapped around each other, we reasoned that AdPEDF could
upregulate a-chains production by activated HSC, but concurrently stimulate collagen-I fibers
breakdown through activation of fibrotic matrix degradatory proteases such as matrix
metalloproteinase-2 and -13 (MMP-2 and MMP-13) [25], resulting in significant net reduction of
fibrillar collagen-I accumulation. We examined this possibility and found that, indeed, AdPEDF
increased mRNA expression of MMP-2 in BDL rat liver (Fig.4F), indicating that increased
collagen degradation is involved in the AdPEDF antifibrotic activity. AdPEDF also upregulated
MMP-13 mRNA expression (Fig.4F), but this effect was not associated with a parallel increase in
the expression of MMP-13 protein (Fig.4G). In the intervention trial, AJPEDF was unable to
significantly reduce liver fibrosis (Fig.4B,C) or change either the activation status of HSCs

(Fig.4D), collagen production (Fig.4D,E) or collagen degradation (Fig.4F,G).

Hemodynamic effects. The combined antiangiogenic and antifibrogenic activities of AJPEDF
translated into significant decrease in PP in AdPEDF-treated BDL rats both in prevention (12%
decrease; P=0.03) and intervention trials (10% decrease; P=0.045) (Table 1, Supplementary-
Table 2). MAP and HR were unchanged and similar among groups (Table 1, Supplementary-

Table 2).

Table 1: Hemodynamic AdPEDF effects during prevention trial. *P<0.05 vs SHAM-AdLacZ;

**P<0.05 vs BDL-AdLacZ.

SHAM-AdLacZ | SHAM-AdPEDF | BDL-AdLacZ BDL-AdPEDF

n 6 6 6 9

PP 7.3+0.2 7.5%0.3 11.7£0.3* 10.3+£0.4*

14
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MAP 1146 11846 109+4 103+2

HR 31023 337+8 308+14 32411
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DISCUSSION

The present study demonstrates that in vivo gene transfer of the endogenous angiogenesis
inhibitor PEDF mediated by adenoviral vectors (AdPEDF) exerts pleiotropic beneficial effects in
BDL rats, albeit with stage specificity. Thus, systemic administration of AdPEDF in BDL rats
during early stages of liver disease (prevention trial) was effective in suppressing mesenteric
pathological angiogenesis (by 31%) and intrahepatic fibrogenesis (by 35%), leading to a
significant 12% decrease in PP. Besides confirming with a different experimental model the
previous data reported by Ho and colleagues regarding the antifibrotic effect of PEDF in early
liver fibrosis [21], our data points out that PEDF gene delivery shows antiangiogenic effects in
early phases of chronic liver disease. These antiangiogenic and antifibrogenic protective actions
of AdPEDF were only modest when the adenovirus was given during advanced stages of disease
progression (intervention trial). This apparent discrepancy does not preclude, however, the
clinical relevance and potential therapeutic value of this novel approach since, even a mild
reduction in angiogenesis, fibrogenesis and PP in the context of early disease stages may have
important implications by preventing further disease progression and consequently reducing the
risk for developing overt liver cirrhosis.

These results also uncovered some novel aspects of AAPEDF antiangiogenic properties.
Thus, the finding that AAPEDF treatment was effective in inhibiting the BDL-induced mesenteric
neovascular response during the initial angiogenic switching and maximal angiogenic activity
(during prevention trial), but not when this process declined (during intervention trial) suggests
that AdPEDF selectively targeted vessels that were participating in pathological
neovascularization, without harming preexisting and maturating vessels. In support of this idea,
AdPEDF had no angioinhibitory activity in absence of pathogenic angiogenesis, that is in SHAM
rat mesentery. More important, in none of the AJPEDF-treated rats, we observed any wound

healing problem after abdominal surgery for BDL or sham-operation (data not shown), supporting
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that AdPEDF did not interfere with physiological angiogenesis. Accordingly, a low mesenteric
antiangiogenic effect of AdPEDF in intervention trial may not be contradictory to a high effect in
prevention frial, but instead reflect that PEDF may not necessarily always act as an
antiangiogenic agent on all blood vessels, specifically targeting the vasculature engaged in the
process of pathological angiogenesis. Of note, during the first week after BDL, VEGF levels were
high in mesentery, creating a more stimulatory environment for neovessel growth, and implicating
also a scenario more susceptible to be manipulated by antiangiogenic strategies like AJPEDF.
Consistently, AAPEDF treatment during early PH stages, which we show here promotes PEDF
upregulation concomitantly accompanied by VEGF downregulation, causes a shift away from
pathological angiogenic signalling, while leaving vascular homeostasis of normal vessels
unperturbed. It is therefore likely that the ability of AJPEDF to reduce pathological mesenteric
neovascularization in PH could be at least in part attributable to the effect of AdPEDF
counteracting VEGF proangiogenic activities, in agreement with previous studies [26,27].

The data presented here also exemplify the complexity of PEDF, a multifaceted protein with
different context-dependent functions [10-13]. In particular, our results illustrate that in the BDL rat
mesentery, PEDF function could be mostly restricted to inhibition of pathological angiogenesis,
whereas in the BDL rat liver, PEDF might function more as an antifibrogenic factor rather than an
antiangiogenic agent. AdPEDF rendered protection against liver fibrosis by upregulating the
fibrotic matrix degrading protease MMP-2 in BDL rat liver. This additional antifibrotic activity of
PEDF strengthens the rationale for its use in chronic liver diseases.

Taken together, these results suggest that the use of an endogenous antiangiogenic protein
like PEDF could lead to safer treatment outcomes against pathological angiogenesis than
pharmacological antagonists. It should be noted in this regard that previous attempts at targeting
angiogenesis in cirrhosis by using multikinase inhibitors, such as sorafenib or imatinib, were

successful in rats [5,6], but have little translational potential due to the many adverse effects that
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these agents may have by interfering with physiological angiogenesis [8,9]. In fact, it has been
previously reported that sorafenib at doses of 60-mg/kg induced biochemical and histological
signs of liver injury, especially in cirrhotic rats [28]. Our studies, therefore, provide in vivo
evidence suggesting that exogenous PEDF supplementation may be a promising and plausible
therapeutic modality for treatment and prevention of PH and chronic liver disease, at least in an
early clinical setting. Of note, safety in humans will be soon confirmed as the first clinical trial with
virally delivered PEDF in patients with choroidal neovascularization is ongoing [29] and a phase |,
open-label trial has been recently completed in patients with macular degeneration (Clinical
Trials: NCT00109499). Furthermore, the potential therapeutic application for endogenous
inhibitors of angiogenesis in PH and cirrhosis has been also highlighted in a recent study from our
group using vasohibin-1 [22].

Another salient finding of the present study was that PEDF and VEGF proteins followed a
parallel expression pattern over PH progression in mesentery and liver of BDL rats, being closely
linked in time and space with mesenteric neovascularization and liver fibrogenesis. PEDF
overexpression in the liver was found in two rat models of overt cirrhosis (namely induced by CCls
and by BDL). The apparent discrepancy between our results and those obtained by Ho et al. [21]
regarding expression of PEDF in cirrhosis might be due to several factors, including different
models (mice vs. rat in experimental models; etiology of liver disease in cirrhotic patients), and
different time frames when PEDF levels have been determined (early vs. more advanced). From
a translational point of view, it is relevant to observe that, alongside increased PEDF expression,
VEGF was also upregulated in human cirrhotic liver tissue. These results raise the possibility that
endogenous PEDF could increase in response to PH-associated VEGF upregulation presumably
as a counterbalancing inhibitory circuit serving as a natural barrier to limit the adverse effects of
VEGF. Our findings are consistent with previously published reports showing that both the

angiogenesis inducer VEGF and the negative regulator of angiogenesis PEDF were
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unidirectionally upregulated and significantly correlated with angiogenesis in different pathological
conditions [30-33], with VEGF acting as a stimulator of PEDF expression [34,35]. In agreement
with our study, PEDF has also been found to be elevated in other pathological settings as a
compensation mechanism to avoid excessive pathological angiogenesis [32-40].

In conclusion, expression of the anti-angiogenic protein PEDF is increased in cirrhotic liver,
both in murine models of PH and cirrhosis (CCls-treated and BDL rats) and in patients with HCV-
related cirrhosis. PEDF expression increased in parallel with the increase in pro-angiogenic
VEGF, suggesting that PEDF upregulation might reflect a compensatory mechanism aimed at
reducing pathological VEGF-mediated angiogenesis. This is reinforced by the finding that in BDL
rats, in early stages of chronic liver disease, the systemic administration of PEDF through
adenoviral vectors (AdPEDF) exerted a safe and selective anti-angiogenic effect on newly formed
mesenteric vessels, and concomitantly acted as an anti-fibrotic agent in the liver leading to a
significant reduction in portal pressure. Due to these characteristics, PEDF seems a promising

novel therapeutic agent to be tested in human chronic liver diseases.
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FIGURE LEGENDS

Figure-1: PEDF expression in human cirrhotic and BDL rat liver. (A) Human liver PEDF
immunohistochemistry. Arrowheads point to interface between parenchyma and fibrous septa,
and micronodules. (B) Human liver PEDF immunoblotting and protein expression quantification.
(C) Human liver PEDF mRNA expression. (D) Rat liver PEDF and VEGF immunoblotting and
protein expression quantification. Crtl, positive control. (E) Rat liver PEDF mRNA expression. (F)
PEDF immunohistochemistry and liver fibrosis (sirius red staining). Arrowheads point to
micronodules. Scale bars: 200-um (D: PEDF), 100-um (A: parenchyma, interface; D: fibrosis),

50-um (A: micronodules). *P<0.05 versus human healthy (B,C) and versus SHAM (D).

Figure-2: PEDF expression in BDL rat mesentery. (A) PEDF and VEGF immunoblotting, and
protein expression quantification. Ctrl, positive control. (B) PEDF mRNA expression. (C)
Quantification of mesenteric neovascularization (vessel number/tissue area; n=6/group). (D) H&E
staining. Arrowheads point to neovessels. (E) PEDF immunohistochemistry. Arrowheads point to
PEDF immunoreactivity in endothelial, smooth muscle and adventitial cells at the vascular wall of
preexisting mesenteric vessels, and at endothelium and pericytes in mesenteric neovessels.

*P<0.05 versus SHAM. Scale bars: 100-um (D), 50-um (E), 25-um (E-insets).

Figure-3: Antiangiogenic effects of AAPEDF. (A) PEDF immunoblotting in HUVECs. Citrl,
positive control. (B) PEDF mRNA expression in HUVECs. (C) In vitro angiogenesis assay in
HUVECs. (D) Quantification of branching points (n=3/group). (E) Rat mesentery PEDF
immunoblotting. (F) H&E staining. Arrowheads point to neovessels. (G) Quantification of
mesenteric  neovascularization (vessel number/tissue area; n=6-8/group). (H) VEGF

immunoblotting and protein expression quantification. Ctrl, positive control. Scale bars: 100-um.
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*P<0.05 versus AdLacZ-transfected HUVECs (B,C), AdLacZ-treated SHAM rats (G) or AdLacZ-

treated BDL rats (H). **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats.

Figure-4: Antifibrogenic effects of AAPEDF. (A) Rat liver PEDF immunoblotting. (B) Sirius red
staining. (C) Liver fibrosis quantification (stained area/total area; n=6-8/group). (D) aSMA and
alpha-1 collagen-I immunoblottings and protein expression quantification. (E) Collagen-l mRNA
expression. (F) MMP-2 and MMP-13 mRNA expression. (G) MMP-2 and MMP-13
immunoblottings and protein expression quantification. Scale bars: 200-um. *P<0.05 versus

AdLacZ-treated SHAM rats. **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats.
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Figure-1: PEDF expression in human cirrhotic and BDL rat liver. (A) Human liver PEDF
immunohistochemistry. Arrowheads point to interface between parenchyma and fibrous septa, and
micronodules. (B) Human liver PEDF immunoblotting and protein expression quantification. (C) Human liver
PEDF mRNA expression. (D) Rat liver PEDF and VEGF immunoblotting and protein expression quantification.
Crtl, positive control. (E) Rat liver PEDF mRNA expression. (F) PEDF immunohistochemistry and liver fibrosis
(sirius red staining). Arrowheads point to micronodules. Scale bars: 200-um (D: PEDF), 100-um (A:
parenchyma, interface; D: fibrosis), 50-um (A: micronodules). ¥*P<0.05 versus human healthy (B,C) and
versus SHAM (D).
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Figure-2: PEDF expression in BDL rat mesentery. (A) PEDF and VEGF immunoblotting, and protein
expression quantification. Ctrl, positive control. (B) PEDF mRNA expression. (C) Quantification of mesenteric
neovascularization (vessel number/tissue area; n=6/group). (D) H&E staining. Arrowheads point to
neovessels. (E) PEDF immunohistochemistry. Arrowheads point to PEDF immunoreactivity in endothelial,
smooth muscle and adventitial cells at the vascular wall of preexisting mesenteric vessels, and at
endothelium and pericytes in mesenteric neovessels. *P<0.05 versus SHAM. Scale bars: 100-um (D), 50-
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Figure-3: Antiangiogenic effects of AAPEDF. (A) PEDF immunoblotting in HUVECs. Ctrl, positive control. (B)
PEDF mRNA expression in HUVECs. (C) In vitro angiogenesis assay in HUVECs. (D) Quantification of
branching points (n=3/group). (E) Rat mesentery PEDF immunoblotting. (F) H&E staining. Arrowheads point
to neovessels. (G) Quantification of mesenteric neovascularization (vessel number/tissue area; n=6-
8/group). (H) VEGF immunoblotting and protein expression quantification. Ctrl, positive control. Scale bars:
100-pum. *P<0.05 versus AdLacZ-transfected HUVECs (B,C), AdLacZ-treated SHAM rats (G) or AdLacZ-
treated BDL rats (H). **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats.
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Figure-4: Antifibrogenic effects of AAPEDF. (A) Rat liver PEDF immunoblotting. (B) Sirius red staining. (C)
Liver fibrosis quantification (stained area/total area; n=6-8/group). (D) aSMA and alpha-1 collagen-1
immunoblottings and protein expression quantification. (E) Collagen-I mRNA expression. (F) MMP-2 and
MMP-13 mRNA expression. (G) MMP-2 and MMP-13 immunoblottings and protein expression quantification.
Scale bars: 200-um. *P<0.05 versus AdLacZ-treated SHAM rats. **P<0.05 versus AdLacZ-treated BDL rats.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1: Main characteristics of patients from whom liver tissue samples were

obtained. CTP, Child-Turcotte-Pugh score; HVPG, hepatic venous pressure gradient (equivalent of portal

pressure gradient in cirrhosis)[1]; OLT, orthotropic liver transplantation

Number | Stage ofthe |Median| Median | Presenceand | Median Liver tissue
of disease [2] Age CTP grade of HVPG | sampling method
patients (years) | score esophageal
varices
4 Compensated 61 6 No varicesin 3; |10.5 Liver biopsy
small varices in 1 | mmHg (transjugular route)
in 3; explanted liver
onOLTin1
8 Decompensated | 56 9 No varices in 1; |18 mmHg | Explanted liver on

small varices in 4;
large varices in 3

OLT in all cases

[1] Bosch J, Abraldes JG, Berzigotti A, Garcia-Pagan JC. The clinical use of HVPG measurements in

chronic liver disease. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2009;6:573-582.

[2] D'Amico G, Garcia-Tsao G, Pagliaro L. Natural history and prognostic indicators of survival in

cirrhosis: a systematic review of 118 studies. J Hepatol 2006;44:217-231.

SUPPLEMENTARY TABLE 2: Hemodynamic effects of adenoviral PEDF gene transfer in BDL and
SHAM rats, following the intervention trial. MAP, mmHg; HR, beats/min; PP, mmHg. Data are shown
as mean+S.E.M. *P<0.05 vs SHAM-AdLacZ; **P<0.05 vs BDL-AdLacZ.

SHAM-AdLacZ SHAM-AJPEDF | BDL-AdLacZ BDL-AdPEDF
n 5 7 5 9
PP 7.4%0.3 6.9+0.4 14.1+0.5* 12.7£0.4*
MAP 1169 125+3 9045 94+3
HR 308+12 320+9 308+19 2947
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplementary Figure 1: Expression of VEGF protein in human cirrhotic liver and BDL rat liver and
mesentery. (A) Representative photomicrographs of VEGF immunostainings in paraffin-embedded liver
sections from healthy controls and hepatitis C-related cirrhotic humans. Asterisc point to hepatocytes
within cirrhotic regenerative micronodule in which VEGF was overexpressed. Arrowheads point to cells
with intense immunoreaction for VEGF located at the interface between fibrous septa and liver
parenchyma. Scale bars: 100-um. (B) Representative photomicrographs of liver sections immunostained
for VEGF from sham-operated control rats and BDL rats at day 28 after bile duct obstruction. Scale bars:
200-um. (C) Representative VEGF immunohistochemistry in the mesentery from sham-operated control
rats and BDL rats at day 7 after bile duct obstruction. Arrowheads indicate mesenteric neovessels

positively stained for VEGF at the periphery of preexisting mesenteric venules. Scale bars: 25-um.

Supplementary Figure 2: PEDF, VEGF and laminin receptor expression in CCls rat liver. (A)
Immunoblotting of PEDF in the liver of control, 6-week CCl, rats and 12-week CCly rats (n=4 per group).
Densitometric quantification of protein expression relative to loading control GAPDH is also shown.
Results are expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus controls. (B) Immunoblotting of VEGF in the liver
of control, 6-week CCls rats and 12-week CCls rats (n=4 per group). Densitometric quantification of protein
expression relative to loading control GAPDH is also shown. Results are expressed as meantS.E.M.

*P<0.05 versus controls.

Supplementary Figure 3: Efficient PEDF overexpression in rat mesentery after in vivo AAPEDF
gene delivery. (A) Quantitative -galactosidase chemiluminescence assay indicates that recombinant
adenoviral vectors were successfully delivered in vivo to the mesentery, with an optimal degree of
transduction efficiency in both trials. B-Galactosidase activity in mesentery of AdLacZ-treated BDL and
SHAM rats (n=6/group) and untreated controls (n=2) is expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus non-
injected controls. (B) Representative photomicrographs of PEDF immunostainings in paraffin-embedded
mesenteric sections from BDL and SHAM rats treated with AJPEDF or AdLacZ, following the prevention
and intervention trials. PEDF protein was overexpressed in endothelial cells, smooth muscle cells and
adventitial cells at the vascular wall of mesenteric vessels from AdPEDF-treated rats (arrowheads),
compared with AdLacZ-treated animals. Scale bars: 100-um (AdLacZ and AdPEDF) and 25-um
(AdPEDF-insets).

Supplementary Figure 4: Efficient PEDF overexpression in rat liver after in vivo AAPEDF gene

delivery. (A) Quantitative PB-galactosidase chemiluminescence assay indicates that recombinant

adenoviral vectors were successfully delivered in vivo to the liver, with an optimal degree of transduction
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efficiency in both trials. B-Galactosidase activity in liver of AdLacZ-treated BDL and SHAM rats
(n=6/group) and untreated controls (n=2) is expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus non-injected
controls. (B) Representative photomicrographs of liver sections immunostained for PEDF from BDL and
SHAM rats treated with AdPEDF or AdLacZ, following the prevention and intervention trials, showing
intrahepatic PEDF overexpression in AAPEDF-treated rats compared with AdLacZ-treated animals. Scale

bars: 25-pum.

Supplementary Figure 5: Effects of AAPEDF treatment on liver neovascularization and hepatic
protein expression of proangiogenic VEGF. (A) Representative photomicrographs from
immunohistochemical analyses in liver sections from AJPEDF- or AdLacZ-treated BDL rats, following the
prevention and intervention trials, showing expression of the endothelial cell marker von Willebrand factor
(VWWF) in the vascular wall of intrahepatic blood neovessels (arrowheads). Scale bar: 50-um. (B)
Quantification of liver neovascularization (vWF-positive microvessels per field). Results are expressed as
mean+S.E.M from 6-8 rats per group. *P<0.05 versus AdLacZ-treated SHAM rats. (C) Immunoblotting of
VEGF in the liver from AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, following the prevention and
intervention trials. GAPDH was used as loading control. Ctrl, positive control (human transformed
endothelial ECV304 cell lysate). Densitometric quantification of protein expression is also shown. Results
are expressed as mean+S.E.M.

Supplementary Figure 6: Lack of effects of AAPEDF and AdLacZ treatments in SHAM control rats.
Photomicrographs of mesentery and liver sections from AJPEDF- or AdLacZ-treated SHAM rats, following
the prevention and intervention trials. Results show that AdPEDF and AdLacZ treatments did not affect
mesentery vascularization (H&E staining; scale bar: 100 um), liver vascularization (immunohistochemistry
for the endothelial cell marker von Willebrand factor, vWF; scale bar: 100 um), and liver fibrosis (Sirius red

staining; scale bar: 200 um).

Supplementary Figure 7: Expression of laminin receptor following AdPEDF treatment. (A)
Immunoblotting of laminin receptor in the mesentery of AAPEDF- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats,
following the prevention and intervention trials. Densitometric quantification of protein expression relative
to loading control B-actin is also shown. Results are expressed as mean+S.E.M. (B) Immunoblotting of
laminin receptor in the liver of AdPEDF- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, following the prevention
and intervention trials. Densitometric quantification of protein expression relative to loading control

GAPDH is also shown. Results are expressed as mean+S.E.M.

SUPPLEMENTARY METHODS
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Preparation of recombinant adenovirus. Replication-defective recombinant adenoviral vectors encoding
rat PEDF (Ad-CMV-PEDF or AdPEDF) or B-galactosidase reporter gene (Ad-CMV-LacZ or AdLacZ),
under the transcriptional control of the cytomegalovirus immediate early enhancer/promoter, were
purchased from Vector Biolabs (Philadelphia, PA). After transfection of the adenovirus plasmids into
human embryonic kidney HEK293A cells (Invitrogen), were seeded in supplemented DMEM medium (10%
FBS, 1% L-glutamine, 1% penicillin-streptomycin, 1% non-essential amino acids and 0.1% sodium
pyruvate) and allowed to grow. When culture achieved 80% of confluence, cells were infected with
AdPEDF or AdLacZ at multiplicity of infection (MOI) of 20:1 and incubated for 72 h at 37°C and 5% CO..
Once cytopathic effects were evident, the medium containing adenovirus was collected, submitted to three
freeze-thaw cycles to lyse the remaining cells, and centrifuged (405 g, 5 min). The obtained supernatant
was treated with 10 U/ml benzonase (30 min, RT) to eliminate bacterial DNA. An ion exchange membrane
adsorber (Sartobind Q75; Sartorius, Germany) was used to purify viral suspension. Viral suspension was
prediluted in dilution buffer (20 mM bicine, 0.6 M NaCl; pH 8.4) and washing steps were performed using
wash buffer (10 mM bicine, 0.4 M NaCl; pH 8.4). Finally, adenovirus were eluted with elution buffer (10
mM bicine and 0.61 M NaCl; pH 8.2) and storage buffer (10 mM Tris HCI, 2 mM MgCl,, 100 mM NacCl,
0.2% BSA and 50% glycerol; pH 8.0) was added to preserve virus at -80°C. The tissue culture infective
dose (TCID50) assay was performed to determine titer of obtained adenovirus. Serial dilutions of a virus
stock (105 to 10-2) were prepared and inoculated onto replicate HEK293A cell cultures, in 96 well plastic
plates. The number of cell cultures that were infected was then determined for each virus dilution by
looking to cytopathic effects after an incubation period. TCID50 titer was calculated from dilution of virus at

which 50% of the cell cultures were infected and contained at least one plaque forming unit (pfu).

B-Galactosidase reporter gene chemiluminescent assay for transfection efficiency of adenovirus.
Transfection efficiency of adenovirus was tested in vivo in BDL and SHAM rats by the injection of
recombinant adenoviruses under the control of the cytomegalovirus promoter encoding for the B-
galactosidase (LacZ) gene. Injections were performed through the tail vein, at a dose of 1x10 pfu, at the
moment of surgery (prevention trial) or two weeks after the initial surgery (intervention trial). Tissues were
harvested one week after the administration of adenoviral vectors, snap-frozen in liquid nitrogen and kept
at -80°C. Then, tissues were grinded in liquid nitrogen into a powder and lysis buffer was added. Samples
were centrifuged (157,000 g, 20 min) and protein concentration was measured in the collected
supernatants by Bradford assay. The adenoviral tissue distribution was measured using the [-
galactosidase reporter gene chemiluminescent assay, Galacto-Light Plus (Applied Biosystems), according
to the manufacturer's instructions. In brief, 40 ug protein samples (in triplicate for each rat) were diluted in
the kit's lysis buffer plus 0.1% BSA to a final volume of 20 pl. Then, 200 pl of reaction buffer, containing a
chemiluminiscent substrate for B-galactosidase, was added to each sample. After 45 min, 300 pl of

Accelerator was added to trigger light emission from the substrate, and samples were read with a Berthold
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Lumat LB9507 luminometer, obtaining a value of Relative Light Units (RLU). The resulting values were
translated to nanograms of B-galactosidase by a standard curve performed with various known

concentrations of B-galactosidase (G5635, Sigma, St Louis, MO).

Histological analyses and immunohistochemistry. Tissues were harvested, fixed by submersion in
10% buffered formalin solution, and embedded in paraffin. Successive 2-um sections were then obtained
and prepared for H&E staining, using standard histological protocols. For immunostaining, the 2-pum
paraffin sections were deparaffinized in xylol and rehydrated in graded alcohol series. Endogenous
peroxidase was inhibited using 3% H202 (10 min, RT). Sections were then washed in PBS and heated in a
pressure cooker for epitope retrieval (in 10 mM citrate buffer, pH 6.0, 5 min). Slides were blocked with 5%
normal goat serum for 1 h, and then incubated (1 h, RT, or overnight, 4°C) with polyclonal antibodies
against VEGF (1:100 dilution, ab46154, Abcam, Cambridge, UK) and PEDF (1:75 dilution, HPA005825,
Sigma), and monoclonal antibody against VWF (1:1000 dilution, A0082, Dako, Glostrup, Denmark).
Sections were then washed with PBS, and incubated with Dako Real EnVision Detection System (HRP
mouse/rabbit secondary antibody; 30 min, RT). Antibody binding was revealed using H20; as a substrate,
and diaminobenzidine as a chromogen. Hematoxylin was used as a counterstain. For negative control,
primary antibody was omitted and then sections were incubated with corresponding secondary antibodies
and detection systems. Stained sections were visualized with a Zeiss microscope. Images from several
regions of the tissue sections were then acquired using an AxioCam camera (Carl Zeiss Vision, Germany).
Analysis of the digitalized images was performed with computerized imaging system (AxioVision and
Image J).

Quantification of tissue vascularization. For rat mesentery, tissue was fixed in 10% formalin,
embedded in paraffin, sectioned and stained with H&E. Computer-based quantitative analysis of
angiogenesis was performed in mesenteric sections with the assistance of Axiovision software (Zeiss,
Germany) by counting vascular structures from 4-6 digital images taken from each tissue section at 100X
magnification. A value from each individual rat was obtained and the average value for each group was
calculated. For rat liver, formalin-fixed paraffin-embedded liver sections were immunostained with antibody
against the endothelial cell marker von Willebrand factor (vVWF) or phosphate-buffered saline, as a
negative control. Bound antibody was visualized with diaminobenzidine, as chromogen, and slides were
counterstained with hematoxylin. Then, portal tracts from each slide were photographed at 100X
magnification and the number of VWF-positive vessels in each field was quantified using Axiovision
software. Quantifications were conducted independently by two investigators who were blinded to the
samples” profiles.

Quantification of liver fibrosis. For visualization of collagen | fibers and semiquantitative analysis of

hepatic fibrosis, formalin-fixed paraffin-embedded liver sections were pretreated 10 min with
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thiosemicarbazide (Sigma) and stained with a solution of 0.1% Sirius red (Direct Red 80; Sigma) in picric
acid (Sigma). Slides were photographed and analyzed using Axiovision software (Zeiss, Germany).
Multiple fields from each slide were randomly selected and the red stained area per total area (square

pixels) was measured.

Analysis of protein expression by immunoblotting. Samples were homogenized in ice-cold lysis buffer
containing 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl (pH 7.4), 10 ug/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 10
ng/ml pepstatin, 40 pg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 uM sodium pyrophosphate, 20 uM sodium
fluoride, 1% Triton X-100, 1 mM sodium orthovanadate, and 0.1 uM okadaic acid. The resultant lysates
were centrifuged at 15,700g for 30 min at 4°C. Supernatants were collected and total protein was
quantified using Bradford protein assay (Bio-Rad Laboratories). Samples were heated (95°C, 5 min) in
SDS- and B-mercaptoethanol-containing sample buffer and separated by 8 or 10% (depending on the
protein analyzed) SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Proteins were transferred to polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane (Immunoblot-P, Millipore, Billerica, MA) previously activated with methanol,
during 2 hours at 60V at 4°C and stained with Ponceau S Solution (Sigma), to check for equal loading of
protein in each lane. Membranes were blocked in Tris-buffered saline (TBS) with 0,05% Tween 20 (TBS-T
buffer) containing 5% (wt/vol) skim milk for 1 h, and then incubated, overnight at 4°C, with corresponding
antibodies against PEDF (1:250 dilution in TBS-T with 5% milk; HPA005825, Sigma and 1:500 dilution, sc-
25594, Santa Cruz Biotechnology), VEGF (1:500 dilution; ab46154, Abcam), a-SMA (1:1000 dilution;
A2547, Sigma), PDFGR- (1:500 dilution, sc-1627-R, Santa Cruz Biotechnology), laminin receptor (1:200
dilution; sc-20979, Santa Cruz Biotechnology), MMP2 (dilution 1:500; ab37150, Abcam) and MMP13
(1:5000; ab39012), collagen type | (1:1000 dilution; ABT123, Millipore). Blots were then incubated with
horseradish peroxidase-conjugated antibodies against rabbit or mouse IgG (1:10000 dilution in TBS-T with
5% skim milk; Stressgen, Sidney, Canada) for 1 h at RT. Proteins were detected using an enhanced
chemiluminescence detection system (ECL Western blotting detection kit; Millipore) and an ImageQuant
LAS-4000 biomolecular imager (GE Healthcare Life Sciences). Quantification of protein signals was
performed using computer-assisted densitometry. Loading accuracy was evaluated via membrane
rehybridization with antibodies against B-actin (1:1000 dilution, 1h, RT; A2228, Sigma) or glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; 1:1000 dilution, 1h, RT; sc-32233, Santa Cruz Biotechnology).
Molecular weight was calculated with prestained standards (Bio-Rad). As western blotting positive
controls, we used a lysate of 293T cells transfected with a human PEDF expression vector (sc-158841;
Santa Cruz Biotechnology) for PEDF antibody, and a human transformed endothelial ECV304 cell lysate
(sc-2269; Santa Cruz Biotechnology) for VEGF antibody. The western blot analysis was repeated to

confirm reproducibility using the samples collected from three individual rats of each experimental group.

RNA isolation and reverse transcription. Total RNA was isolated from frozen SHAM (n=3 per treatment

group), BDL livers (n=4 per treatment group) or human liver samples (n=11) using the Trizol method
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(Invitrogen), or using RNeasy Mini Kit (Qiagen) for HUVEC RNA’s extraction, as described by the
manufacturer. The RNA was treated with DNAse (Ambion, Austin TX) to avoid DNA contamination.
Obtained RNA was quantified using a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific). For cDNA
synthesis, 1 ng of total RNA was retrotranscribed using Quantitect Reverse Transcription kit as described

by the manufacturer (Qiagen).

Real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (qRT-PCR). Reverse
transcriptase—polymerase chain reaction was used to amplify cDNA templates by using the fluorescent
TagMan technology (Applied Biosystems, Foster City, CA) on a 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). All TagMan probes (GAPDH, Rn01775763_g1; 18S, Hs99999901_s1; MMP2,
Rn02532334_s1; MMP13, Rn01448194_m1; PEDF, Rn00709999_m1 and Hs01106934_m1 were
purchased from Applied Biosystems. Each polymerase chain reaction was carried out with 2 ul of the
hepatic or mesenteric cDNA sample (20 ng), 1X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems),
and probe in a final volume of 20 uL, as recommended by the manufacturer. After an initial denaturation
step at 95°C for 10 minutes, 45 cycles were performed as follows: 95°C for 15 seconds and 60°C for 1
minute. All experiments were performed in duplicate and normalized with GAPDH. The fold enrichment of
target sequences in PEDF or LacZ treated BDL rats compared to sham rats was calculated using the

comparative Ct method according to manufacturer's instructions.
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Supplementary Figure 1: Expression of VEGF protein in human cirrhotic liver and BDL rat liver and
mesentery. (A) Representative photomicrographs of VEGF immunostainings in paraffin-embedded liver
sections from healthy controls and hepatitis C-related cirrhotic humans. Asterisc point to hepatocytes within
cirrhotic regenerative micronodule in which VEGF was overexpressed. Arrowheads point to cells with intense
immunoreaction for VEGF located at the interface between fibrous septa and liver parenchyma. Scale bars:
100-pum. (B) Representative photomicrographs of liver sections immunostained for VEGF from sham-
operated control rats and BDL rats at day 28 after bile duct obstruction. Scale bars: 200-um. (C)
Representative VEGF immunohistochemistry in the mesentery from sham-operated control rats and BDL rats
at day 7 after bile duct obstruction. Arrowheads indicate mesenteric neovessels positively stained for VEGF

at the periphery of preexisting mesenteric venules. Scale bars: 25-um.
196x275mm (300 x 300 DPI)

http://mc.manuscriptcentral.com/gut

Page 38 of



Page 39 of 44

O©oOoO~NOOOPRWN -

Gut

Sup.Fig.2
A cCla CcCl4 .3 1
Control 6 weeks 12 weeks C+ S
— b
0.9 2
PEDF —> —— e = L5 ae
=2 1
L 37 = X
GAPDH — - &

0
Control CCl4 CCl4

6 wks 12 wks
B *
CCl4 CCl4 " 18 T
Control 6 weeks 12 weeks C+ T
L <]
VEGF164 —» B e & E@
VEGF120 —> 37 9¢ 9
-5 T
53
GAPDH — - e asasapases ™ |37 (4

0
Control CCl4 CCl4
6 wks 12 wks

Supplementary Figure 2: PEDF, VEGF and laminin receptor expression in CCl4 rat liver. (A) Immunoblotting
of PEDF in the liver of control, 6-week CCl4 rats and 12-week CCl4 rats (n=4 per group). Densitometric
quantification of protein expression relative to loading control GAPDH is also shown. Results are expressed
as mean+£S.E.M. *P<0.05 versus controls. (B) Immunoblotting of VEGF in the liver of control, 6-week CCl4
rats and 12-week CCl4 rats (n=4 per group). Densitometric quantification of protein expression relative to
loading control GAPDH is also shown. Results are expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus controls.
200x183mm (300 x 300 DPI)
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Supplementary Figure 3: Efficient PEDF overexpression in rat mesentery after in vivo AAPEDF gene delivery.
(A) Quantitative p-galactosidase chemiluminescence assay indicates that recombinant adenoviral vectors
were successfully delivered in vivo to the mesentery, with an optimal degree of transduction efficiency in
both trials. B-Galactosidase activity in mesentery of AdLacZ-treated BDL and SHAM rats (n=6/group) and

untreated controls (n=2) is expressed as mean+S.E.M. *P<0.05 versus non-injected controls. (B)

Representative photomicrographs of PEDF immunostainings in paraffin-embedded mesenteric sections from
BDL and SHAM rats treated with AAPEDF or AdLacZ, following the prevention and intervention trials. PEDF

protein was overexpressed in endothelial cells, smooth muscle cells and adventitial cells at the vascular wall

of mesenteric vessels from AdPEDF-treated rats (arrowheads), compared with AdLacZ-treated animals.
Scale bars: 100-um (AdLacZ and AdPEDF) and 25-um (AdPEDF-insets).
204x278mm (300 x 300 DPI)
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47 Supplementary Figure 4: Efficient PEDF overexpression in rat liver after in vivo AAPEDF gene delivery. (A)
Quantitative B-galactosidase chemiluminescence assay indicates that recombinant adenoviral vectors were
successfully delivered in vivo to the liver, with an optimal degree of transduction efficiency in both trials. p-
49 Galactosidase activity in liver of AdLacZ-treated BDL and SHAM rats (n=6/group) and untreated controls
50 (n=2) is expressed as mean+S.E.M. ¥*P<0.05 versus non-injected controls. (B) Representative

51 photomicrographs of liver sections immunostained for PEDF from BDL and SHAM rats treated with AdPEDF or
52 AdLacZ, following the prevention and intervention trials, showing intrahepatic PEDF overexpression in

53 AdPEDF-treated rats compared with AdLacZ-treated animals. Scale bars: 25-pm.

54 185x290mm (300 x 300 DPI)
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Supplementary Figure 5: Effects of ADPEDF treatment on liver neovascularization and hepatic protein
expression of proangiogenic VEGF. (A) Representative photomicrographs from immunohistochemical
analyses in liver sections from AdPEDF- or AdLacZ-treated BDL rats, following the prevention and
intervention trials, showing expression of the endothelial cell marker von Willebrand factor (vVWF) in the
vascular wall of intrahepatic blood neovessels (arrowheads). Scale bar: 50-um. (B) Quantification of liver
neovascularization (VWF-positive microvessels per field). Results are expressed as mean*S.E.M from 6-8
rats per group. *P<0.05 versus AdLacZ-treated SHAM rats. (C) Immunoblotting of VEGF in the liver from
AdVASH1- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, following the prevention and intervention trials. GAPDH
was used as loading control. Ctrl, positive control (human transformed endothelial ECV304 cell lysate).
Densitometric quantification of protein expression is also shown. Results are expressed as mean+S.E.M.
201x287mm (300 x 300 DPI)
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30 Supplementary Figure 6: Lack of effects of AAPEDF and AdLacZ treatments in SHAM control rats.

31 Photomicrographs of mesentery and liver sections from AdPEDF- or AdLacZ-treated SHAM rats, following the
32 prevention and intervention trials. Results show that AAPEDF and AdLacZ treatments did not affect
mesentery vascularization (H&E staining; scale bar: 100 um), liver vascularization (immunohistochemistry
for the endothelial cell marker von Willebrand factor, vVWF; scale bar: 100 um), and liver fibrosis (Sirius red
34 staining; scale bar: 200 ym).
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Supplementary Figure 7: Expression of laminin receptor following AdPEDF treatment. (A) Immunoblotting of
laminin receptor in the mesentery of AAPEDF- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, following the
prevention and intervention trials. Densitometric quantification of protein expression relative to loading
control B-actin is also shown. Results are expressed as mean+S.E.M. (B) Immunoblotting of laminin
receptor in the liver of AAPEDF- or AdLacZ-treated BDL and SHAM rats, following the prevention and
intervention trials. Densitometric quantification of protein expression relative to loading control GAPDH is
also shown. Results are expressed as mean+S.E.M.
194x274mm (300 x 300 DPI)
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RESUM DE RESULTATS

5. Resum de resultats

5.1 Estudi 1: La disrupcié de la regulacié per retroalimentacié negativa entre VASH1 i

VEGF disminueix la pressié portal, I'angiogenesi i fibrosi en rates cirrotiques

La caracteritzacio temporal i espacial de I'expressio de I'antiangiogénic VASH1 en relacié al

proangiogenic VEGF en mesenteri de rata durant la hipertensié portal cirrotica i precirrotica, van

produir els seglents resultats:

Les expressions basals de VASH1 i VEGF eren baixes en les rates SHAM (control) i un
cop induida la cirrosi, ambdues proteines augmentaven tan en la paret vascular dels
vasos preexistents com en la dels vasos formats de nou, en el model d’hipertensié portal
prehepatica per lligadura parcial de la vena porta (PPVL) i en el model de cirrosi biliar
secundaria per lligadura del colédoc (BDL).

No obstant, les expressions en el temps d’ambdos proteines mostraven patrons
diferents. Tan en el model de BDL com en el de PPVL, primer se sobreexpressava
VEGF, indicant que el factor promotor de I'angiogénesi VEGF és predominant en les
primeres fases de la malaltia, coincidint amb la maxima activitat angiogénica, mentre
que, el factor inhibidor de I'angiogenesi VASH1 era secundari en aquest punt. En canvi,
en estadis avangats de la malaltia, el factor promotor de I'angiogenesi VEGF adoptava
un paper secundari i el factor inhibidor de I'angiogénesi VASH1 prenia dominancia
corresponen a un periode on I'angiogénesi arribava a una fase de plateau.

Aquests resultats també donen suport a que VEGF i VASH1 estan connectats formant
un control per retroalimentacid negativa (feedback negatiu) on [lactivador de
I'angiogenesi VEGF indueix I'expressié del inhibidor de I'angiogenesi VASH1, i que
VASH1, un cop produit disminueix VEGF.

D’acord amb el concepte anterior, es va observar que la inhibicié de 'augment de VEGF
en el mesenteri de rates PPVL a través de I'is del farmac rapamicina reduia la
sobreexpressio de VASH1 i evitava 'augment de 'angiogenesi patologica induida per la

malaltia.

183



RESUM DE RESULTATS

La caracteritzacié temporal i espacial de I'expressié de I'antiangiogénic VASH1 en relacié al

proangiogenic VEGF en fetge de rata i en humans durant la hipertensié portal cirrdtica i

precirrotica, van produir els segients resultats:

184

Després de la induccié de la cirrosi en rates BDL, es va observar una marcada
sobreexpressio de VASH1 de forma predominant en els micronoduls de regeneracio i en
la neovasculatura fruit de I'angiogenesi patologica en el fetge cirrotic, seguint un patré de
localitzacié semblant al de VEGF.

L’analisi del patrd d’expressio temporal de VASH1/VEGF va revelar que 'augment de
VEGF en el fetge de rata també era un esdeveniment que es donava de manera
primerenca abans del augment de VASH1, recolzant la idea que 'augment de VEGF que
es déna després de la induccié de la hipertensio portal i cirrosi pot ser un factor
important que causi la inducci6 de la sobreexpressié de VASH1.

En fetges humans sans, VASH1 i VEGF s'expressaven de manera uniforme a nivells
molt baixos per practicament totes les cel-lules del parénquima. En fetges cirrotics, en
canvi, VASH1 i VEGF se sobreexpressaven intensament, especialment en els hepatocits
dels microndduls de regeneracio i en la paret vascular dels nombrosos neovasos
observats dins els septes fibrosos gruixuts, els quals transformen el parénquima del
fetge en noduls.

Tot i que I'expressio de VASH1 era homogénia en tot el parénquima del fetge cirrdtic
huma, en el cas del VEGF s'observaven algunes cél-lules amb marcatge més intens
concentrades en la primera linia d’hepatocits, adjacents als fibroblasts (negatius per
VASH1) de les bandes fibroses, en la interfase entre els septes fibrosos i el parénquima
del fetge. Aquesta regulacio espacial de VEGF probablement també existeix en els
fetges de les rates BDL, pero en aquest cas els micronoduls estan composats per
poques cel-lules, i per tant son massa petits per detectar un gradient potencial en
I'expressié de VASH1-VEGF.

Un altra vegada, i sent ambdds VEGF i VASH1 factors secretats, aquest patro de
localitzacio reflecteix un retras en el sistema de retroalimentacié dels dos components
aquest cop modulat espacialment (a més a més d’una regulacié temporal) a la interfase
entre dos tipus diferents de cél-lules generant dos nivells diferents de VEGF.

Aquests resultats suggereixen que 'augment de VEGF i la subseqiient angiogénesi
dependent de VEGF indueix la sobreexpressi6 de VASH1 en un intent de regular

I'angiogenesi patologica durant la hipertensid cirrotica i precirrotica.



RESUM DE RESULTATS

L’us de vectors adenovirals que expressaven la proteina exogena de VASH1 va resultar en:

Una sobreexpressio eficient i robusta de la proteina de VASH1 en cél-lules endotelials
humanes (HUVEC) in vitro, mostrant una reduccié substancial en la capacitat de
formaci6 de xarxes tubulars de les HUVEC en Matrigel amb una disminucié significativa
del 50% dels punts de ramificacid, en comparacié amb les HUVEC no-transfectades o
transfectades amb AdLacZ (control).

Una sobreexpressio eficient i robusta in vivo de la proteina de VASH1 exdgena en fetge i

mesenteri de rates SHAM i BDL en ambdds protocols (prevencié i intervencid).

L'efecte de la sobreexpressié de VASH1 mitjangant transferencia genica adenoviral en mesenteri

de rates BDL va resultar en:

Una disminucié de VEGF induida per AdVASH1, que només es va observar durant el
protocol de prevencio (en un 50%), corresponent al comengament de la malaltia, el qual
esta caracteritzat per una maxima activitat angiogénica i un augment de I'expressio de
VEGF, pero no durant el protocol d’intervencio, coincidint amb les etapes de progressio
de la malaltia on disminueix el creixement actiu de nous vasos i els nivells de VEGF. En
consequéncia, el tractament amb AdVASH1 causava una inhibicié significativa del 22%
de l'angiogénesi patologica durant el protocol de prevencié perd no en el protocol
d’intervencio, suggerint que '’AdVASH1 només actua en els nous vasos en creixement
perd no sobre els vasos preexistents ja madurs.

L’angiogénesi fisiologica associada amb la cicatritzacio de les cirurgies practicades en
I'abdomen de les rates durant la lligacié del ducte biliar o de les operacions ficticies no
estava afectada per AdVASH1. Aquests resultats donen suport a que els nivells
intermedis de VEGF generats després de la disrupcié del sistema de retroalimentacio
negativa de VEGF-VASH1 utilitzant AdVASH1 exogen és suficient per mantenir la
homeostasi de la vasculatura dels vasos sans i I'angiogenesi fisiologica.

En les rates SHAM amb operacions ficticies, 'AdVASH1 o 'AdLacZ, no van tenir efecte
antiangiogénic en I'abséncia d’angiogénesi patologica. Tampoc no es va observar una
reduccié significativa de VEGF o un efecte antiangiogénic en la vasculatura normal de
les rates, indicant per tant que els efectes inhibitoris de VASH1 es restringien als vasos
en proliferacio, sense danyar els vasos madurs preexistents.

L’AdVASH1 no presentava efecte en l'expressié a nivell de mRNA i proteina dels
receptors de VEGF Flk1 i FIt1 en mesenteri de rates BDL i SHAM.
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L'efecte de la sobreexpressio de VASH1 mitjangant transferéncia génica adenoviral en fetge de

rates BDL va resultar en:
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Una neovascularitzacidé reduida en els septes fibrosos (d'un 23% i un 48% en els
protocols de prevencid i intervencio, respectivament), comparat amb les rates BDL
tractades amb AdLacZ.

No obstant, I'expressid total de VEGF no estava significativament modificada per
AdVASH1. L'existéncia d’una regulacid per retroalimentacié negativa entre els nivells
patologics de VEGF i VASH1 restringida als hepatocits localitzats a la interfase entre els
septes fibrosos altament neovascularitzats i el parénquima del fetge, aporta una possible
explicacio per la reduccié de I'angiogénesi patologica intrahepatica tot i la manca de
canvi d’expressié de VEGF entre les rates BDL AdVASH1 i AdLacZ. A causa de que
aquesta poblacioé cellular només representa una fraccié molt petita del total de cel-lules
en el fetge, el Western blot del teixit del fetge sencer no pot detectar cap disminucié local
de I'expressio de VEGF induida per AdVASH1. La reducci6 observada de I'angiogénesi
patologica en els fetges BDL suggereix que una disminucié estratégica i localitzada de
VEGF es pot donar en resposta a '’AdVASH1.

L’AdVASH1 no presentava efecte en I'expressié a nivell de mRNA i proteina dels
receptors de VEGF Flk1 i FIt1 en el fetge de rates BDL i SHAM.

De la mateixa manera com s’havia observat en el cas del mesenteri, els efectes
antiangiogénics d’AdVASH1 no eren detectats en rates SHAM indicant que el VASH1
exogen interfereix en I'angiogénesi patologica perd no la fisiologica.

L’AdVASH1 disminuia de forma marcada l'area fibrotica en els fetges de rates BDL (en
un 38% i un 27% en els protocols de prevencio i intervencid, respectivament), comparat
amb les rates BDL tractades amb AdLacZ.

L'expressi6 de 'aSMA en els fetges de rates BDL era clarament disminuida per
'AdVASH1 en el protocol d'intervencid (en un 38%), perd no es veia afectada en el
protocol de prevencid, consistent amb el perfil temporal de I'expressié de I'aSMA
després de la BDL (activacid baixa en els estadis primerencs després de la BDL i
activacio alta en estadis tardans), suggerint que la supressio de l'activacio de les
cel-lules hepatiques estrellades pot ser com a minim part del mecanisme que dona
I'efecte antifibrotic de 'AdVASH1. Aquest efecte també pot ser indirectament recolzat a
través de la inhibici6 de 'angiogenesi intrahepatica, la qual pot explicar la fibrosi reduida
que s’observa en el protocol de prevencio.
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L’AdVASH1 no modificava significativament I'expressio del factor profibrotic TGF-
(factor de creixement transformant ), suggerint que I'efecte antifibrotic d AdVASH1 era

independent de la via de TGF-J.

Els efectes antiangiogénics i antifibrotics d’AdVASH1 es van traduir en una millora de les

anomalies hemodinamiques que es donen en les rates BDL.:

Les rates BDL tractades amb AdLacZ presentaven un increment de la pressié portal
(PP), del flux sanguini de l'artéria mesentérica superior (SMABF) i de la resisténcia
portohepatica, en comparaciéo amb les rates SHAM.

El tractament amb 'AdVASH1 en les rates BDL reduia de forma significativa la PP (en
un 12% i en un 16% en els protocols de prevencio i d’intervencid, respectivament), sense
afectar la pressio arterial mitjana i la frequéncia cardiaca.

L’atenuacié de la hipertensio portal en les rates BDL tractades amb AdVASH1 es va
donar majoritariament a través de la reduccio de la neovascularitzacié esplancnica i del
SMABF (en un 15%) en el protocol de prevencio, i una disminucié de la fibrosi hepatica i
de la resistencia portohepatica (en un 25%) en el protocol d’intervencié.

La millora en la hipertensi6 portal també es va associar a una disminucié del 27% del
shunting portosistémic (protocol d’intervenci6). La col-lateralitzacio portosistémica no es
va mesurar en el protocol de prevencié ja que aquest fenomen no es veu alertat d’'una
manera apreciable fins a una setmana post-BDL.

El tractament amb AdVASH1 no va tenir efectes importants a nivell sistémic, com
evidencia la falta de canvis en la pressio arterial mitjana i de freqUéncia cardiaca, en la

funcio6 renal i en el pes de la melsa.

4.2 Estudi 2: Efecte antiangiogenic i antifibrotic del factor derivat d’epiteli pigmentari

(PEDF) en rates amb hipertensi6 portal i cirrosi per lligadura del colédoc (BDL)

La caracteritzacio temporal i espacial de I'expressio de I'antiangiogénic PEDF en relacié al

proangiogenic VEGF en fetges cirrotics humans amb cirrosi derivada d’hepatitis per virus C i en

fetges d’individus sans va resultar en:

Una sobreexpressidé de PEDF en els fetges cirrotics en comparacio amb fetges
d’individus sans, de forma predominant en els microndduls de regeneracié i en l'interfase

entre el parénquima del fetge i els septes fibrosos altament neovascularitzats. Aquesta
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localitzacié del PEDF correlacionava amb les zones on hi havia uns nivells alts
d’expressio de VEGF.

La caracteritzacio temporal i espacial de I'expressio de I'antiangiogenic PEDF en relaci6 al

proangiogenic VEGF en fetge de rata durant la hipertensié portal i cirrosi per BDL, va produir els

seguents resultats:

L’expressié de PEDF a nivell de proteina augmentava al llarg del temps després de la
inducci6 de la hipertensié portal i la cirrosi seguint un patré d’expressio similar al de
VEGF, tot i la manca de canvis d’expressio a nivell de mRNA.

En el cas del fetge de rata, també es va demostrar que la proteina de PEDF se
sobreexpressava de manera robusta en els hepatocits de rates BDL, principalment en
els micronoduls en les arees on s’esta donant la fibrogenesi, amb un elevat grau de
superposicio en la distribucié espaial de PEDF i VEGF.

L’'observacié de l'expressi6 de VEGF i PEDF a nivell de proteina en rates
fibrotiques/cirrotiques per inhalacio de CCls (rates control, rates de 6 setmanes amb CCls
i rates de 12 setmanes amb CCls) va resultar en una progressiva sobreexpressio de

PEDF en paral-lel amb VEGF al llarg del temps.

La caracteritzacio temporal i espacial de I'expressio de I'antiangiogeénic PEDF en relacié al

proangiogenic VEGF en mesenteri de rata durant la hipertensié portal i cirrosi per BDL, va

produir els seguents resultats:
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La induccié de la cirrosi mitjangant lligadura del colédoc va conduir a un augment
primerenc de I'expressio a nivell de proteina de PEDF, tot i la manca de canvis en els
nivell de mRNA. L'expressio de PEDF es va mantenir alta durant la primera setmana,
correlacionant amb la maxima activitat angiogénica en el mesenteri pero a continuacio
retornava als nivells normals, quan el creixement actiu dels neovasos frenava.

Aquests efectes es reflectien en lanalisi de [lexpressi6 de PEDF mitjangant
immunohistoquimica on s’observava una expressi6 de PEDF abundant en la paret
vascular dels vasos preexistents i en vasos en creixement quan l'angiogénesi es
desenvolupava de manera activa i una disminucié global de la immunoreactivitat del
PEDF quan I'angiogénesi arribava a una fase de plateau. Aquests resultats suggereixen
que PEDF esta involucrat en la regulacié de la formacié de neovasos associats a la

hipertensi6 portal. Recolzat a més a més pel fet que les expressions de PEDF i VEGF
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augmentaven proporcionalment i se solapaven, marcant els mateixos compartiments de

la paret vascular en el mesenteri de rates BDL.

L’Us de vectors adenovirals que expressaven la proteina exogena de PEDF va resultar en:

Una sobreexpressio eficient i robusta del mRNA i la proteina de PEDF en cél-lules
endotelials humanes (HUVEC) in vitro, mostrant una reduccié substancial en la capacitat
de formacio de xarxes tubulars de les HUVEC en Matrigel amb una disminucid
significativa del 35% dels punts de ramificacid, en comparacié amb les HUVEC no-
transfectades o transfectades amb AdLacZ (control).

Una sobreexpressio eficient i robusta in vivo de la proteina de PEDF exdgena en fetge i

mesenteri de rates SHAM i BDL en ambdds protocols (prevencié i intervencio).

Els efectes antiangiogénics de la sobreexpressio de PEDF mitjangant transferéncia génica

adenoviral en rates BDL va resultar en:

En el mesenteri, TAdPEDF exhibia una activitat antiangiogénica important, amb una
disminuci6 de la neovascularitzacié mesentérica significativa d’'un 31% i de I'expressid
de VEGF en rates BDL durant el protocol de prevencio, perd no quan I'adenovirus
s’administrava en estadis més avancats (protocol d'intervencio).

La formaci6 de vasos portocol-laterals seguint el protocol d’intervencio en rates tractades
amb I'AdPEDF mostraven una disminuci6 del 16% en la formacié de vasos
portocol-laterals si es compara amb els animals tractats amb AdLacZ (61.5+10% vs.
85.5+8%), totique la diferencia no va arribar a ser significativa.

En el cas del fetge, es va observar una resposta menor a l'efecte angioinhibitori
d’AdPEDF amb una disminucié no significativa sobre els nimero de vasos positius pel
marcador de cél-lula endotelial factor von-Willebrand en fetge de rates BDL, en els
protocols de prevencié i d’intervencid. L'expressiéo de VEGF no es veia modificada per
I'’AJPEDF en fetges de rates BDL.

En rates SHAM , AAPEDF no produia efectes antiangiogénics significatius.

No es van observar diferéncies d’expressiéo del receptor de laminina en el fetge i
mesenteri de rates SHAM i BDL, en diferents estadis de la hipertensio portal i després
dels tractaments amb AdPEDF, suggerint que el lleu efecte antiangiogénic de 'AdPEDF
en els fetges de rates BDL no es pot adscriure a una deficiéncia o una disminucio del
LR.
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Els efectes antifibrotics de la sobreexpressiéo de PEDF mitjangant transferéncia génica adenoviral

en el fetge de rates BDL va resultar en:

Una reduccio de fibra en un 35% amb el tractament mitjangant AAPEDF en el protocol de
prevencio. Aquest efecte antifibrogénic es donava de manera independent de la
supressio de I'activacio de les cél-lules hepatiques estrellades (HSC) ja que 'AdPEDF no
atenuava I'expressio del marcador indicador d’activacié6 d’HSC oSMA i donava un
augment a nivell de proteina i mRNA del col-lagen.

L’AdPEDF augmentava I'expressio a nivell de mRNA i proteina de MMP-2 en el fetge de
rates cirrotiques BDL, indicant que I'augment de la degradacié del col-lagen pot estar
involucrat en I'activitat antifibrotica del PEDF. L’AdPEDF també va augmentar I'expressio
a nivell de mRNA de la MMP13 perd aquest efecte no estava associat a un augment en
paral-lel en la proteina de MMP13.

En el protocol d'intervencio, 'AdPEDF no va ser capag de reduir de manera significativa
la fibrosi hepatica. En aquests estadis finals de la fibrosi biliar, 'AdPEDF no era capag de
canviar l'estat d'activacié de les HSCs, la produccié de col-lagen o la degradacié del

col-lagen.

Els efectes antiangiogénics i antifibrotics d’AdPEDF es van traduir en una millora de les

anomalies hemodinamiques que es donen en les rates BDL:
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La combinacié de les activitats antiangiogéniques i antifibrotiques de PEDF es van
traduir en una disminuci6 significativa de la pressio portal (PP) en les rates tractades
amb AdPEDF en comparacié amb les rates tractades amb AdLacZ en ambdds protocols,
prevencid en un 12% i en el protocol d'intervencié d’'un 10%. Els valors de pressid
arterial mitjana (MAP) i index cardiac (HR) no es van veure alterats i eren similars en

ambdos grups.
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6. Discussio

En els darrers anys s’ha demostrat que I'angiogénesi patologica és un procés clau en el
desenvolupament de malalties croniques del fetge i les seves complicacions associades, com és
el cas de la cirrosi i la sindrome de la hipertensié portal (17, 19-21, 55). Entendre els
mecanismes que la regulen és essencial per poder desenvolupar noves estratégies
terapeutiques que actuin de manera especifica i efectiva sobre aquesta angiogénesi patologica
sense afectar 'angiogénesi fisiologica, la qual és necessaria per una correcte homeostasi en
I'organisme. La majoria de terapies antiangiogéniques han estat dirigides a la inhibici6 del factor
proangiogenic VEGF donant multiples beneficis en models animals de cirrosi i hipertensié portal
(17,19, 21, 55), fet que indica el seu fort potencial per una aplicacio clinica. No obstant, s’ha de
tenir en compte que una inhibicié excessiva de VEGF pot afectar al seu paper fisiologic essencial
per la homeostasi vascular, el manteniment i reparacié d’organs i teixits, i molts altres processos
fisiologics on I'angiogenesi té un paper important (23, 43). De fet, I'is de terapies amb una
inhibicié excessiva de VEGF pot ser un dels possibles motius de les complicacions, com el
sagnat de varius, que presenten malalts cirrotics quan sén tractats amb inhibidors multiquinases
(88, 212).

Arrel de la importancia d’ampliar el coneixement sobre la regulacié dels processos
angiogénics que es donen durant el desenvolupament de la cirrosi hepatica i la hipertensio
portal, el nostre grup de recerca ha volgut enfocar la seva investigacié en els altres protagonistes
reguladors d’aquest procés, com son els inhibidors endogens de I'angiogénesi. Concretament el
nostre estudi s’ha centrat en dos d'aquests factors antiangiogénics endogens, un dells
ampliament estudiat, el factor derivat de I'epiteli pigmentari (PEDF), i un altre descrit aquests

darrers anys, vasohibin-1 (VASH1).
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6.1 Estudi 1: La disrupcié de la regulacié per retroalimentacié negativa entre
VASH1 i VEGF disminueix la pressié portal, I'angiogénesi i fibrosi en rates

cirrotiques

6.1.1 Relaci6 de I'expressié de VASH1 i VEGF en mesenteri i en fetge durant la hipertensio6

portal cirrotica i precirrotica

Vasohibin-1 és un factor antiangiogenic recentment identificat (90) el qual es caracteritza
per ser un factor induit selectivament per proangiogenics, especialment VEGF, com a
consequéncia d’'un mecanisme de retroalimentacio negativa (90, 106, 207).

En el present estudi, es va realitzar una caracteritzaci6 completa del perfil d’expressio
espaciotemporal de VASH1, i la seva relacio amb VEGF, durant el procés de neovascularitzacié i
fibrogénesi en la hipertensio portal i la cirrosi hepatica a través de I'analisi de fetges de pacients
amb cirrosi pel virus de I'hepatitis C, en dos models animals (PPVL i CBDL), en dos llits
vasculars amb caracteristiques diferents (fetge i mesenteri), en diferents punts de la progressid
de la malaltia (etapes inicials i avancades de la malaltia), aixi com en assaigs d’angiogénesi in
vitro amb cel-lules endotelials humanes, HUVECs.

Els resultats obtinguts d’aquest analisi en el mesenteri de rates amb hipertensié portal
mostren, per western blot, immunohistoquimica i immunofluorescéncia, tal i com ja s’havia
obtingut anteriorment (55, 206), que VEGF se sobreexpressa en les fases inicials del
desenvolupament de la hipertensié portal i cirrosi després de la inducci6 de la malaltia per tal de
donar un fenotip angiogénic, tan en el model BDL com PPVL. Es va observar que aquest
augment de VEGF i la subseqient angiogénesi associada precedien en el temps, en ambdds
models (CBDL i PPVL), a la sobreexpressio de l'inhibidor angiogénic VASH1 en un intent de
frenar aquesta angiogénesi. D’aquesta manera els resultats obtinguts indicaven que VEGF
indueix I'expressio de VASH1, i aquest al seu torn actuaria inhibint 'angiogénesi, per un sistema
de retroalimentacio negativa, com s’havia descrit anteriorment en altres contexts (90), també en
el marc de la sindrome de la hipertensio portal i cirrosi.

Per acabar de confirmar que VEGF efectivament era un factor inductor de 'expressi6 de
VASH1 es va analitzar per western blot en mesenteris de rates PPVL si I'Us del farmac
rapamicina, el qual inhibeix l'expressié de VEGF, reduia la sobreexpressi6 de VASH1.
Efectivament en mesenteris de rates PPVL tractades amb rapamicina es reduia I'expressio de
VASH1 i VEGF de forma significativa a nivells semblants.
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En el cas del fetge, els resultats obtinguts d'aquest analisi mostraven per
immunohistoquimica que després de la inducci6 de la cirrosi hi havia una marcada
sobreexpressio de VASH1 sobretot en els micronoduls de regeneracié i en els neovasos seguint
un patré de colocalitzacié semblant al observat per VEGF. També es va realitzar un estudi
complementari per western blot per determinar la cinética d’expressié d’ambdues proteines, i
s'observava que també en el cas del fetge, I'expressié de VEGF precedia lleugerament en el
temps a I'expressio de VASH1 confirmant de nou el patré d'induccié de VASH1 per VEGF. Per
altra banda, també es va analitzar I'expressié d’aquests dos factors en mostres humanes de
fetges d'individus sans i de pacients cirrotics per virus de I'hepatitis C. De la mateixa manera que
s'observava en fetges de rates CBDL, tan VEGF com VASH1 se sobreexpressaven en fetges
cirrotics respecte fetges d'individus sans. En aquest cas també s'observava aquest augment en
els hepatocits dels micronoduls de regeneracio i neovasculatura dins el septes fibrosos gruixuts,
sobretot concentrat en la primera linia d’hepatocits en l'interfase entre els septes fibrosos i el
parenquima del fetge (206).

6.1.2 Sobreexpressié de VASH1 usant transferencia génica adenoviral

A partir de I'analisi realitzat sobre I'expressié de VASH1 i VEGF en diferents models
animals (tant en fetge com en mesenteri) i en fetges cirrdtics humans, s’ha determinat que
VASH1 endogen es troba sobreexpressat en la induccidé de la cirrosi i la hipertensié portal
formant un sistema de retroalimentacié negatiu retardat amb VEGF, i que per tant, es tracta d’un
component important en el procés angiogénic en aquestes patologies.

Estudis anteriors han demostrat que VASH1 endogen s’expressa débilment a la zona de
més activitat angiogénica (zona d’sprouting) i en canvi hi ha una sobreexpressié d'aquest factor
en la zona terminal de I'angiogénesi (zona de terminacio) (112). Aquests estudis coincidirien amb
el que s’ha observat en els nostres models experimentals on en els punts de maxima activitat
angiogeénica hi ha un pic d’expressié de VEGF pero en canvi 'expressié de VASH1 encara és
forca menor, i a continuacid, I'expressié de VASH1 augmenta coincidint amb la fase de plateau
de l'angiogenesi. No obstant, en aquest estudi (112), van demostrar que la sobreexpressio
exogena de VASH1 mitjangant transferéncia genica adenoviral era capag d'inhibir 'angiogénesi
en la zona de maxima activitat (zona d’sprouting) on el VASH1 endogen és escas, suggerint
d’aquesta manera que el VASH1 endogen actua en la finalitzacié de I'angiogénesi perd no és
capag de inhibir-la en la zona d'inici. No obstant, la sobreexpressié de VASH1 de manera
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exogena si que és capag d'evitar aquesta angiogénesi patologica sense afectar la vasculatura
preexistent (112).

Aquest estudi i altres (90, 121-123, 125, 132, 134) han demostrat doncs que la
transferencia génica mitjangant vectors adenovirals permet augmentar els nivells de VASH1 de
forma independent de I'expressié de VEGF, i d’aquesta manera es pot interrompre el sistema
VEGF/VASH1 permetent aixi que es doni una inhibicié clara de la neovascularitzacié ja en els
seus inicis.

Arrel dels resultats obtinguts i d’una extensa cerca en la literatura es va voler demostrar
si la sobreexpressid exdgena de I'antiangiogénic VASH1 podria afavorir el desplagcament de
I'equilibri entre factors proangiogenics i antiangiogénics a favor d’aquests ultims, resultant en una
inhibicié efectiva de I'angiogénesi patologica, també en la patologia de la cirrosi i hipertensio
portal. Aixd podria causar multiples efectes beneficiosos, tant esplancnics com intrahepatics, en
animals amb hipertensié portal i cirrosi, sense efectes secundaris aparents, suggerint que la
suplementacié de VASH1 podria ser una estratégia terapéutica prometedora per frenar la
progressio d'aquestes malalties.

La sobreexpressio d’aquest factor es va assolir mitiangant dos protocols dissenyats per
avaluar els efectes de I'antiangiogénic tant en les fases primerenques de la progressio de la
malaltia (protocol de prevencio) com en les etapes més avancades de la malaltia (protocol
d’intervencio).

Primer de tot, es va realitzar una posada a punt de la técnica a partir de I'analisi
d’expressio del gen Lac Z, establint a partir d’'un grup de rates pilot la dosi d’adenovirus optima
per la infecci6 tant del fetge com del territori esplancnic aixi com el nimero de dosis necessaries
a injectar al llarg del temps per obtenir una bona expressio sense toxicitat pel animal. D’aquesta
manera es va verificar que els vectors adenovirals eren alliberats correctament in vivo en el fetge
i mesenteri després de la injeccié intravenosa, tal i com s'observa en lassaig de
quimioluminiscencia quantitatiu de la B-galactosidasa i en la tincio de X-gal. Per altra banda,
I'analisi d’expressi6 de proteina per western blot va confirmar que el tractament amb AdVASH1
induia la sobreexpressié de VASH1 en ambdos teixits de rates BDL i control.

A més a més, també es van portar a terme estudis in vitro en Matrigel en cel-lules
HUVEC per demostrar que 'AdVASH1 era capag d'infectar de manera eficient les cel-lules
endotelials. No només es va observar una sobreexpressio clara de la proteina VASH1 en les
cel'lules HUVEC infectades amb 'AdVASH1, sind que a més a més, es confirmava la seva
funcionalitat i capacitat antiangiogénica observant una disminucio clara i significativa de la

formacié de xarxes tubulars amb una reduccié del 50% dels punts de ramificacié en comparacid
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amb el control amb sobreexpressié de 'AdLacZ. Aquest efecte antiangiogénic de VASH1 en les
HUVEC s’havia observat anteriorment quan s’addicionava directament la proteina (90). En el
nostre cas, demostrem que I's de transferencia génica adenoviral és igual d’efectiva que I'adicio

directa de la proteina, i que per tant resulta una bona estratégia de sobreexpressié de VASH1.

6.1.3 Efecte de la sobreexpressio de VASH1 mitjangant transferencia génica adenoviral en
la hemodinamica de rates BDL derivats de I'efecte en I'angiogénesi i la fibrogénesi en

fetge i mesenteri

A partir dels estudis realitzats s’ha observat que la sobreexpressio de la proteina de
VASH1 in vivo amb un vector adenoviral que codifica el gen de la VASH1 (AdVASH1) suprimeix
de manera eficient la neovascularitzacié patologica mesentérica i intrahepatica i redueix la
formacié de vasos col-laterals portosistémics en rates BDL. L'acci6 protectora de VASH1 no es
limita pero a la inhibicié de I'angiogénesi sind que també actua com atenuant de la fibrogenesi
intrahepatica en part a través de la supressid de l'activacid de les cél-lules hepatiques
estrellades. Aquests resultats concorden amb observacions previes on VASH1 esta
sobreexpressat, com en tumors, en neovascularitzacié de la retina, engruiximent de la capa
intima de les artéries, i que quan s’aplica de manera exdgena, inhibeix I'angiogénesi in vivo en
models animals d’aquests desordres vasculars (120-125). No obstant, no es coneix exactament
el mecanisme d’accié associat a VASH1 ja que no s’ha identificat encara el receptor funcional
(1086, 207).

Els resultats obtinguts aqui defineixen que I'efecte inhibitori  AdVASH1 en I'angiogénesi
es podria explicar en part per la disrupcié del sistema de retroalimentacié negativa de VEGF-
VASH1 amb la disminucio local de I'expressid excessiva del factor de creixement proangiogénic
VEGF. Paradoxalment, la sobreexpressio del factor VASH1 que ja estava préviament
sobreexpressat en els fetges cirrotics millora la malaltia hepatica. La clau d’aquesta aparent
contradiccid és que el VASH1 endogen esta regulat per VEGF seguint un sistema de
retroalimentacio negativa. En aquest sistema, la sobreexpressié de VEGF (induida per diferents
estimuls presents en la patologia) produeix la induccio de I'expressié de VASH1, pero no de
manera immediata sind6 amb un decalatge en el temps i/o una restriccid espaial. Aquest
decalatge permet doncs que es produeixi un pic d’expressi6 de VEGF (Figura 14,A) que
promoura l'angiogenesi patologica, i que el VASH1 endogen expressat actui posteriorment en les
fases de terminacié angiogenica. No obstant, quan se sobreexpressa el VASH1 de manera
exogena utilitzant AdVASH1 (Figura 14, B), de forma independent de VEGF, aquest sistema es
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troba interromput, inhibint aquest pic abrupte de sobreexpressio patologica de VEGF, requerit per
a l'angiogénesi patologica. D’aquesta manera s'inhibeix I'angiogenesi patologica en les fases
d’sprouting ja als inicis, tot i que mantenint uns nivells basals de VEGF necessaris per a

'homeostasi vascular.

A

Hipéxia Hipoxia
Estrés oxidatiu o per friccid Estrés oxidatiu o per friccié
Inflamacio Inflamacio

Figura 14: Sistema de retroalimentacié negatiu VEGF/VASH1. A) Funcionament del sistema en
I'expressié endogena de VASH1. B) Funcionament del sistema quan se sobreexpressa de manera

exogena VASH1 mitjangant vectors adenovirals.

Es interessant destacar, que els efectes protectors pleiotropics d’AdVASH1 es van
traduir en una disminucio significativa de la pressié portal en rates BDL (en un 12% en el protocol
de prevencid i en un 16% en el protocol d'intervencid), apuntant el potencial valor terapéutic de
VASH1 en la hipertensio portal i la cirrosi hepatica. La baixada de la pressi6 portal causada per
I'’AdVASH1 en el protocol de prevencid es va donar en part per una disminuci6 significativa del
15% del flux sanguini esplancnic, com a resultat de la reduccié de la neovascularitzacid
mesentérica. Aquesta reducci6 de la neovascularitzacié mesentérica en el protocol de prevencio
era d'un 22%, lligada a una disminucié de I'expressio a nivell de proteina de VEGF del 50%. En
el cas del protocol d'intervencié no hi havia disminucié de I'expressio de la proteina VEGF, ni
tampoc disminucio de la neovascularitzacié mesentérica. Aixo és degut a que I'efecte del VASH1
exogen actua a l'inici de la malaltia on es déna la maxima activitat angiogénica i hi ha un
augment patologic de VEGF, perd no durant el protocol d’intervencio, etapa de la progressio de
la malaltia on disminueix el creixement actiu de neovasos i els nivells patologics de VEGF.
Aquests efectes suggereixen que 'AdVASH1 actua només en els nous vasos en creixement perd
no sobre els vasos preexistents ja madurs.

En canvi, la reduccié de la pressié portal observada en el protocol d'intervencié era

parcialment regulada mitiangant una disminucié significativa del 25% de la resistencia
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portohepatica, com a consequéncia de la reduccio de la fibrogenesi intrahepatica induida per
AdVASH1. Aquesta reduccio de la fibrogénesi per part de 'AdVASH1 es va determinar a partir
de la tinci6 histologica de fetges de rates BDL amb Sirius red, on es va observar una disminuci6
marcada de I'area fibrotica comparat amb les rates BDL tractades amb AdLacZ, en un 38% en el
protocol de prevencid, i en un 27% en el protocol de intervencid. Si s’observa la cinética de
producci6 de fibra en el model BDL, és en la fase que correspon el protocol d'intervencié (dels 14
als 28 dies) on aquesta disposicio de fibra és més important i per tant comporta consequéncies
més greus.

Per tal d’explicar aquesta baixada de la fibrogénesi en ambdos protocols, es va estudiar
l'efecte de 'AdVASH1 en l'expressi6 d'aSMA, marcador d’activacid de cél-lula hepatica
estrellada el paper de la qual és clau en la fibrogénesi del fetge (6). Com a resultat, es va
observar per western blot que AdVASH1 disminuia en un 38% l'expressié de aSMA en el
protocol d'intervencid pero no produia una baixada en el protocol de prevenci6. Aquest fenomen
es pot explicar si s'observa el perfil d'activacié de 'cSMA en la cinética BDL on la major
activacio de la cel-lules hepatiques estrellades, i per tant, amb més expressio de aSMA, es dona
en estadis tardans de la inducci6é de BDL (corresponent al protocol d’intervencio) i en canvi és
menor en les primeres fases de la malaltia (corresponent al protocol de prevenci6). Per altra
banda, no es va observar una modificacié significativa de I'expressié del factor profibrotic TGF-
B per part de 'AdVASH1 suggerint que I'efecte antifibrogénic d’AdVASH1 és independent de la
via de senyalitzacié de TGF-f3. En el cas del protocol de prevencid, la inhibicié de la fibrogénesi
pot estar indirectament relacionada amb la inhibicidé de I'angiogénesi intrahepatica ja que s’ha
demostrat anteriorment I'estreta relaci6 entre processos angiogeénics i fibrogénics (21, 58, 73-75).
De fet, en ambdds protocols es va obtenir una disminucié significativa de l'angiogénesi
intrahepatica amb el tractament amb 'AdVASH1 en comparacié amb les BDL tractades amb el
gen control AdLacZ corresponent a una baixada de la neovascularitzacié en els septes fibrosos
del 23% en el cas del protocol de prevencid, i un baixada del 48% en el protocol d'intervencid, tot
i que no s’observava una disminucié de I'expressio de VEGF en cap cas.

Una possible explicacié a la disminucié de I'angiogénesi patologica intrahepatica en els
fetges BDL tractats amb AdVASH1 versus AdLacZ, tot i la manca de canvis en l'expressio de
VEGF en l'analisi del fetge total, podria ser a causa de I'existéncia d’una regulacié espacial per
retroalimentacio negativa entre VEGF i VASH1 restringida als hepatocits localitzats a l'interfase
entre els septes fibrosos altament neovascularitzats i el parénquima del fetge. Com que aquesta
poblacié cel-lular només representa una fraccio molt petita del total de cél-lules en el fetge, no es
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podria detectar, en fetge total, aquesta disminucié local de I'expressio de VEGF induida per
AdVASH1 efectiva en la baixada de neovascularitzacié en els septes fibrosos. Per tant, la
reducci6 observada de I'angiogénesi patologica en els fetges BDL suggereix que una disminucié
estrategica i localitzada de VEGF es pot donar en resposta a 'AdVASH1.

A més a més dels efectes antiangiogénics observats tan en mesenteri com en fetge de
les rates BDL tractades amb AdVASH1, també és important destacar la contribucié a la millora
de la hipertensié portal relacionada amb la baixada significativa del 27% observada en el
shunting portosistémic en el protocol d'intervencié. El shunting portosistémic no es va mesurar en
el protocol de prevenci6 ja que en fases tan primerenques les alteracions no sén apreciables,
perd si que ho estan a partir d'una setmana postBDL com és I'etapa d’estudi corresponent al
protocol d'intervencio.

La importancia d'aquestes troballes és que els efectes de 'AdVASH1 es reflecteixen en
el patr6 dels canvis patologics observats en mesenteri i fetge en la progressio de la malaltia. Per
aquest motiu 'AdVASH1 redueix de manera efectiva la neovascularitzacié mesentérica, i al seu
torn, el flux sanguini esplancnic només quan s’administra durant el creixement actiu de nous
vasos (la primera setmana després de la BDL/ protocol de prevencid). En canvi, 'AdVASH1
disminueix la resistencia portohepatica quan es déna en el periode de maxima fibrogénesi (a
partir de dues setmanes postBDL/ protocol d'intervenci6).

Un altre resultat important a destacar és que 'AdVASH1 no presentava activitat
antiangiogénica en abséncia d’angiogénesi patologica, ja que no es va observar cap afecte en
les rates SHAM injectades amb 'AdVASH1 respecte les rates SHAM injectades amb 'AdLacZ ni
en fetge ni en territori esplancnic. Tampoc es va observar un efecte antifibrotic mitjangant la tincio
de Sirius Red en fetges SHAM tractats amb I'antiangiogénic versus les rates SHAM control.

Aquest fet indica que les propietats antiangiogéniques de 'AdVASH1 eren especifiques
pels vasos actius involucrats en el procés d’angiogenesi patologica, sense afectar la vasculatura
normal dels organs. L'observacié que '’AdVASH1 només inhibeixi la neovasculatura mesentérica
quan aquest procés es troba en la seva maxima activitat també suggereix que 'AdVASH1 actua
selectivament sobre els neovasos en proliferacid perd no en els vasos preexistents o aquells
vasos ja madurs. A més a més, el creixement normal dels vasos sans associat a la cicatritzacio
de les cirurgies no es va veure impedida en cap cas en els animals tractats amb AdVASH1,
donant suport a que AdVASH1 només interfereix en I'angiogenesi patologica pero no la
fisiologica, la qual és necessaria en multiples processos que inclouen no només la cicatritzacio
sind també com creixement i desenvolupament d’'drgans, manteniment de teixits, i reproduccio
(23).

200



DISCUSSIO

Aquest fet es va confirmar mostrant que 'AdVASH1 no presentava cap efecte en
I'expressié de VEGF de les rates SHAM ni en fetge ni en mesenteri d’ambdds protocols. A més,
la disminuci6 del nivells de VEGF en les rates BDL tractades amb AdVASH1 arribaven als nivells
basals de les SHAM pero no per sota d’aquests nivells, indicant que la reduccié de 'AdVASH1
redueix la produccié excessiva de VEGF perd no la normal necessaria per a la homeostasi
vascular. Tampoc es va observar cap efecte significatiu en I'expressio a nivell de mRNA ni
proteina de I'expressio dels receptors de VEGF Flk1 i FIt1 ni en mesenteri ni en fetge de rates
tractades amb AdVASH respecte AdLacZ. També és important destacar, que el tractament amb
AdVASH1 no va tenir efectes importants a nivell sistemic, com evidencia la falta de canvis en la
pressio arterial mitiana i de freqliencia cardiaca, en la funcié renal (a partir de la mesura dels
nivells de creatinina i de nitrogen urea en sang) ni en el pes de la melsa.

A partir dels estudis realitzats s’ha demostrat que 'augment exogen de I'expressié de
VASH1 resulta en multiples efectes beneficiosos en el model hipertensié portal experimental usat
sense efectes adversos aparents.

Tenint sempre presents les limitacions a 'hora de traslladar les dades obtingudes en
models animals als humans, els resultats obtinguts en aquest estudi reforgarien la idea de
considerar la suplementacié de VASH1 com una nova i atractiva estratégia terapéutica per frenar
la progressié de malalties croniques del fetge com la hipertensio portal i la cirrosi hepatica. Per
tant, es proposa VASH1 com un “factor dual’ per inhibir I'angiogénesi i la fibrogénesi

simultaniament amb dosis relativament baixes de VASH1 (213).

6.2 Estudi 2: Efecte antiangiogénic i antifibrotic del factor derivat d’epiteli
pigmentari (PEDF) en rates amb hipertensi6 portal i cirrosi per lligadura del
colédoc (BDL)

6.2.1 Patr6 d’expressio de PEDF en fetges cirrotics humans i en fetge i mesenteri de rates
BDL

De la mateixa manera que s’havia realitzat en I'estudi de I'antiangiogénic VASH1, es va
portar a terme una caracteritzacié completa del perfil d’expressié de PEDF, i la seva relacié amb
VEGF, durant el procés de neovascularitzaci6 i fibrogenesi en la hipertensié portal i la cirrosi.
Aquest estudi es va realitzar a través de I'analisi de fetges de pacients amb cirrosi pel virus de
I'hepatitis C, aixi com el perfil d’expressio espaciotemporal, en diferents punts de la progressio de
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la malaltia, en fetge i mesenteri de rates on se’ls havia induit hipertensié portal i cirrosi mitjangant
lligadura del colédoc i en fetge de rates fibrotiques i cirrdtiques induit per inhalacié de CCls.

Per tal de definir la rellevancia de PEDF en cirrosi, es va analitzar 'expressié d’aquest
factor en mostres humanes de fetges d'individus sans i pacients cirrotics per virus de I'hepatitis
C, on es va observar una sobreexpressié de PEDF en fetges cirrotics respecte els fetges
d’individus sans. En aquest cas també s’observava aquest augment de manera més marcada en
els hepatdcits dels microndduls de regeneracié i en la neovasculatura dins el septes fibrosos,
colocalitzant amb les zones de més expressi6 de VEGF.

Els resultats obtinguts de 'analisi en el fetge de rates cirrotiques amb hipertensié portal
mostraven, per Western blot i immunohistoquimica, que lI'expressi6 de PEDF augmenta
temporalment després de la induccié de la malaltia, tan en el model de BDL com en d’induccid
per CCls, seguint un patré d’expressio tan espaial com temporal similar a VEGF. L’analisi de la
localitzaci6 mitjangant immunohistoquimica demostrava que aquesta expressi6 era més
important en els microndduls de les arees amb fibrogénesi, com passava en els fetges cirrotics
humans, tot i la manca d’augment del mRNA. L’aparent contradiccio entre els nostres resultats i
aquells obtinguts per Ho et al (214) en quan a I'expressio de PEDF durant la cirrosi pot ser
deguda a diferents factors, incloent diferents models (models experimentals ratoli versus rata;
etiologia de la malaltia del fetge en pacients cirrotics), i diferents temps d’analisi on es van
determinar els nivells de PEDF (primerenques versus més avancats).

En el cas del mesenteri, els resultats obtinguts tan per immunohistoquimica com per
Western blot d’'aquest analisi mostraven que la induccio de la cirrosi conduia a una
sobreexpressié de PEDF, tot i la manca de canvis a nivell de¢ mRNA. Aquesta sobreexpressié de
PEDF era similar tant en temps com en localitzacié al patré d’expressié de VEGF, suggerint un
intent de PEDF de contrarestar els efectes angiogenics de VEGF com s’ha observat també en
altres malalties (190, 191, 215)

6.2.2 Sobreexpressié de PEDF usant transferencia génica adenoviral

Tot i 'augment endogen observat de PEDF, tant en fetge com en mesenteri, durant la
progressio de la malaltia després de la induccié del model, aquest no era capag de contrarestar
I'efecte angiogénic de VEGF. Per aquest motiu, a continuacié es va voler determinar si una
sobreexpressio de PEDF de manera exogena mitjangant un vector adenoviral que expressés la
proteina, seria capa¢ de frenar la neovascularitzacié patologica que es dona durant el
desenvolupament de la cirrosi i la hipertensié portal en el model de BDL seguint dues
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estrategies. Una estratégia de prevencio (en les etapes inicials de la malaltia), i una estrategia
d’intervencio (en etapes més avangades de la malaltia).

Abans d’examinar els efectes de PEDF in vivo es va determinar mitjangant estudis in
vitro en cél-lules HUVEC [l'eficiéncia d'infeccio i posterior expressié de 'AdPEDF aixi com la seva
capacitat antiangiogénica. Aquest analisi va demostrar una sobreexpressio clara del mRNA i de
la proteina de PEDF en les HUVEC infectades amb I'AdPEDF respecte aquelles infectades amb
el control AdLacZ, aixi com el seu efecte antiangiogénic traduit en una reducci6 del 35% dels
punts de ramificacio en la formacié de xarxes tubulars en Matrigel.

Aquesta correcte infecci6 i sobreexpressiéo de 'AdPEDF també es va observar in vivo
mitjangant les técniques de Western blot i immunohistoquimica en ambdos organs d’estudi, fetge
i mesenteri, 7 dies després de la injeccié de I'adenovirus en les rates SHAM i BDL en ambdds

protocols (prevencio i intervencio).

6.2.3 Efectes en I'angiogenesi, la fibrogénesi i I’'hemodinamica per la sobreexpressio de
PEDF mitjangant transferéncia génica adenoviral en rates BDL

A més a més de confirmar amb un model experimental diferent I'efecte antifibrotic de
PEDF reportat anteriorment per Ho et al (214) en les fases primerenques de la malaltia, els
resultats presentats en aquest segon estudi també confirmaven un efecte antiangiogénic de
I'expressié de PEDF exdgena en fases primerenques en malalties croniques del fetge. Aquests
efectes antiangiogeénics i antifibrogénics de I'AJPEDF, no obstant, eren modestos quan
I'adenovirus s'administrava en etapes més avangades de la malaltia (protocol d’intervenci6).

Pel que fa als efectes antiangiogenics de PEDF, en el cas del mesenteri, es va donar
una potent reduccio significativa de la neovascularitzacié mesentérica d’'un 31% en el protocol de
prevencio, correlacionada amb una reduccié també de I'expressié de VEGF. Aquest efecte no es
va donar perd durant el protocol d'intervencié. Aixi doncs el fet que el tractament amb AJPEDF
fos efectiu inhibint la neovasculatura mesentérica induida mitjangant BDL durant I'angiogénesi
inicial corresponent a la maxima activitat angiogénica (protocol de prevencid), perd no quan el
procés de neovascularitzacié disminueix (durant el protocol d’intervencio), suggereix que
'AdPEDF actua selectivament sobre els vasos que estan participant activament en la
neovascularitzacio patologica, sense afectar els vasos preexistents i madurs, com s'observava
també usant '’AdVASH1. Recolzant aquesta idea, 'AdPEDF no presentava efecte angioinhibitori
en abséncia d’angiogenesi patologica, com s'observa en els mesenteris de les rates amb

operacions ficticies (SHAM). A més a més, en cap de les rates tractades amb AdPEDF, es va
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observar cap problema de cicatritzacié després de la cirurgia abdominal tan per BDL com per
operacions ficticies, remarcant que I'AdPEDF no interfereix amb I'angiogénesi fisioldgica.
D'aquesta manera podem dir que el baix efecte antiangiogénic en el mesenteri de rates
injectades amb AdPEDF en el protocol d'intervencid no es contradiu amb l'alt efecte observat en
el protocol de prevencio, i que de fet reflecteix que PEDF no ha d’actuar necessariament sempre
com un agent antiangiogénic en tots els vasos, sind que actua especificament sobre la
vasculatura involucrada en processos d’angiogénesi patoldgica. Es interessant destacar, que
durant la primera setmana després de la lligadura del colédoc, els nivells de VEGF eren alts en el
mesenteri, creant un ambient més estimulador del creixement neovascular, i implicant també un
escenari més susceptible a ser manipulat per estratégies antiangiogéniques com la
sobreexpressio de PEDF. Consistent amb aquest fet, el tractament durant les fases inicials de la
hipertensié portal (protocol de prevencio), on hem demostrat que es promou un augment de
I'expressié de PEDF exogen acompanyat d'una disminucié concomitant de I'expressié de VEGF,
causa una frenada de la senyalitzacié de I'angiogenesi patologica, sense afectar 'homeostasi
dels vasos normals. Per tant, és probable que ['habilitat de I'AJPEDF de reduir la
neovascularitzacio patologica mesentérica en la hipertensio portal es pugui donar, com a minim
en part, contraactuant sobre les activitats angiogeniques de VEGF, de la mateixa manera que
s’ha observat en altres estudis (159, 211).

En el cas del fetge, I'efecte antiangiogenic era menor que en el mesenteri en ambdés
protocols donant unes reduccions en la neovascularitzacio intrahepatica no significatives,
correlacionat amb una manca de reduccié del factor proangiogénic VEGF. En canvi, si que es
van observar efectes antifibrotics importants. Aquests resultats doncs exemplifiquen la
complexitat de PEDF a causa de les multiples funcions que pot dur a terme depenent del context
en el que es trobi (91, 97, 98). Els nostres resultats il-lustren que, en fetges de rates BDL,
I'’AJPEDF funciona més com un factor antifibrotic que no pas com un agent antiangiogenic.
Aquest efecte antifibrotic es pot observar amb una baixada significativa del 35% del diposit de les
fibres de col-lagen en el fetge fibrotic tractat amb 'AJPEDF en comparacié amb les rates control
durant el protocol de prevenci6. Aquesta reduccio de la fibra podria ser mitjangada per una
sobreexpressio de les metal-loproteinases degradadores de fibra MMP2 i MMP-13, com s’havia
observat en estudis anteriors, com és el cas de I'activitat antifibrotica de PEDF en la nefropatia
diabética, la qual esta associada a la sobreexpressié de MMPs (167). Aquest efecte antifibrotic
de PEDF pero es donava de manera independent a la supressié de I'activacié de les cél-lules
hepatiques estrellades, ja que no es detectava una disminucié del marcador d’activacio ocSMA.

Per tant, semblava ser que tot i 'augment de col-lagen tan a nivell de mRNA i proteina a causa
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de l'activacio de les HSC, la disminuci6 del diposit de col-lagen estaria relacionat amb una
disminuci6 de I'acumulaci6 de col-lagen neta a causa de la degradacié per part de la MMP-2, ja
que tot i que s’'observava un augment de la MMP13 a nivell de mRNA amb 'AdPEDF, aquest
augment no anava en paral-lel amb un augment a nivell de proteina. En el cas del protocol
d’intervenci6 'AdPEDF va ser incapag de reduir de manera significativa la fibrosi hepatica,
canviar I'estat de les HSC, la produccié de col-lagen, i en aquest cas tampoc en la degradacié de
collagen. D’aquesta manera I'activitat antifibrotica de PEDF representa un caracteristica més per
recolzar el seu Us en malalties croniques del fetge

Es va voler estudiar si els efectes de PEDF en la neovascularitzacio tan en fetge com en
mesenteri eren donats per canvis en I'expressio del receptor de laminina, ja que s’ha definit com
un dels principals receptors de PEDF relacionat amb els seus efectes antiangiogenics. No
obstant, no es van observar diferencies en la seva expressio ni en els diferents estadis de la
malaltia (prevenci6 o intervencio) ni després del tractament amb AdPEDF, suggerint que el lleu
efecte antiangiogénic en fetge no es pot atribuir a una deficiencia o disminuci6 de I'expressio del
receptor de laminina.

Per tant, si s'analitzen en conjunt els resultats obtinguts es pot dir que aquest segon
estudi demostra que la transferéncia genica in vivo de l'inhibidor antiangiogénic PEDF mitjangant
vectors adenovirals (AdPEDF) resulta en multiples efectes beneficiosos en rates BDL, tot i que
de manera especifica segons I'etapa en que s’administra 'AdPEDF. Es a dir, 'administracio
sistémica de 'AJPEDF en rates BDL durant estadis inicials de la malaltia (protocol de prevencio)
era efectiva en la supressio de I'angiogénesi patologica en el mesenteri (en un 31%) i en la
fibrogénesi intrahepatica (en un 35%) donant una reduccié significativa de la pressio portal
(12%), perd que en canvi, aquestes activitats antiangiogéniques i antifibrotiques de la
sobreeexpressié exogena de PEDF eren menors quan els adenovirus s'administraven en fases
més avancades de la malaltia (protocol d’intervenci6). No obstant, no s’ha de menystenir la
rellevancia clinica i el potencial terapéutic d’aquesta estratégia, ja que una reduccid en
I'angiogenesi, fibrogenesi i pressid portal en el context d’estadis inicials de la malaltia poden tenir
implicacions importants prevenint la progressio de la malaltia, i consequentment reduint el risc de
desenvolupar una cirrosi hepatica completa.

Un altre resultat a destacar d’aquest segon estudi és que les proteines de PEDF i VEGF
segueixen un patré d’expressié en paral-lel durant la progressio de la hipertensio portal en el
mesenteri i el fetge de les rates BDL i CCls, de manera estretament vinculada en el temps i
I'espai amb la neovascularitzacio en el mesenteri i la fibrogénesi en el fetge. Des d’un punt de
vista aplicatiu, és rellevant observar que, en paral-lel a lincrement de I'expressio de PEDF, el
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VEGF també estava augmentat en fetges cirrotics humans. Aquests resultats indiquen la
possibilitat que el PEDF endogen podria veure’s incrementat en resposta a I'augment de VEGF
associat a la hipertensié portal presumiblement com un efecte compensatori inhibitori, servint
com una barrera natural per limitar els efectes adversos de VEGF. Els nostres resultats son
consistents amb altres estudis publicats anteriorment on mostren que ambdos, l'inductor de
'angiogenesi VEGF i el regulador negatiu de [langiogénesi PEDF, es trobaven
unidireccionalment augmentats i que correlacionaven de manera significativa amb el procés
angiogénic en diferents condicions patologiques (187, 190, 215, 216). D’acord amb el nostre
estudi, PEDF també es troba elevat en altres situacions patologiques, com retinopatia diabetica
(190, 215), sindrome metabdlic (217), esclerosi lateral amiotrofica (218), i en diferents tipus de
cancer (200, 219), incloent el carcinoma hepatocel-lular (220), el qual és un tipic tumor
hipervascularitzat. La sobreexpressio de PEDF en aquests contextos de malaltia s’ha proposat
com un mecanisme compensatori per evitar I'excessiva angiogénesi patologica.

En conclusio, I'expressio de la proteina antiangiogénica PEDF es veu incrementada en el
fetge cirrotic, tan en el model muri d’hipertensi6 portal i cirrosi (rates BDL i tractades amb CCla),
com en pacients amb cirrosi derivada d’hepatitis per virus C. A més a més, I'expressio de PEDF
augmentava en paral-lel amb l'increment del proangiogénic VEGF, suggerint que 'augment de
PEDF podria reflectir un mecanisme compensatori dirigit a reduir I'angiogénesi patologica
mitjancada per VEGF. Aquest fet esta reforcat pel resultat obtingut en rates BDL, en les fases
més primerenques de la progressié de la malaltia cronica del fetge, on 'administracié sistémica
de PEDF mitjangant vectors adenovirals (AdPEDF) exerceix un efecte antiangiogénic segur i
selectiu en els neovasos mesentérics, i que de manera concomitant actua com a factor
antifibrotic en el fetge donant una reduccié significativa de la pressio portal. A causa d’aquestes
caracteristiques, PEDF sembla ser un nou agent terapéutic prometedor per ser testat en
malalties croniques del fetge en humans.

En conjunt, els resultats dels nostres estudis suggereixen que I'Us de proteines
antiangiogeniques endogenes com VASH1 i PEDF, presents de forma natural a I'organisme (97,
207), poden conduir a tractaments més segurs contra 'angiogénesi patologica que els actuals
antagonistes farmacologics, sense sacrificar l'eficiéncia. Caldria destacar en aquest sentit, que
intents anteriors on es pretenia actuar sobre I'angiogénesi en la cirrosi utilitzant inhibidors
multiquinases, com ara el sorafenib o I'imatinib, donaven resultats positius en rates (21, 55), pero
en canvi tenien poc potencial translacional ja que presentaven multiples efectes adversos a
causa de la seva actuacio sobre l'angiogénesi fisioldogica (88, 212). De fet, s’ha publicat
anteriorment que el sorafenib a dosis de 60 mg/kg indueixen signes bioquimics i histologics de
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dany en el fetge, especialment en rates cirrotiques (156). Els nostres estudis, per tant,
proporcionen una evidencia in vivo que suggereix que la suplementacid exdgena
d’antiangiogénics com VASH1 o PEDF poden ser una modalitat terapéutica plausible i
prometedora pel tractament i prevencié de la hipertensié portal i malalties croniques del fetge.
Cal destacar, que la seva aplicabilitat en humans es confirmara aviat ja que ja esta en marxa un
primer protocol clinic mitjangant transferéncia viral de PEDF en pacients amb neovascularitzacio
coroidal (156) i que un assaig en fase | ha estat recentment completat en pacients amb

degeneraci6 macular (Assaig clinic: NCT00109499).
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7. Conclusions

7.1 Estudi 1: La disrupcié de la regulacié per retroalimentacié negativa entre VASH1 i

VEGF disminueix la pressié portal, I'angiogenesi i fibrosi en rates cirrétiques

- VEGF se sobreexpressa en el fetge de pacients amb cirrosi per virus de 'hepatitis C, aixi
com en el fetge i el llit vascular mesenteric de models animals d’hipertensié portal i
cirrosi, i aquesta sobreexpressid, amb la conseqient augment de la angiogénesi
patologica, resulta en la induccié de la sobreexpressié de VASH1.

- VASH1 i VEGF formen un sistema per retroalimentacié negativa on la sobreexpressio
d’'un indueix a la expressio de I'altra fent que aquest Ultim inhibeixi I'expressié del primer.

- La transferéncia génica in vitro de cél-lules endotelials HUVEC mitjangcant vectors
adenovirals de VASH1 és capag de disminuir la formacié d’estructures vasculars en
Matrigel .

- La transferéncia geénica de VASH1 in vivo mitjangant vectors adenovirals que
sobreexpressen de manera exogena VASH1 permet suprimir de manera efectiva
I'angiogenesi patologica que es dona en el mesenteri i fetge de rates BDL aixi com la
fibrogénesi intrahepatica durant el protocol de prevencié, donant una disminucio
significativa de la pressi6 portal aixi com del flux sanguini esplancnic, indicant VASH1
com a bona estratégia preventiva de 'empitjorament de la hipertensié portal i cirrosi.

- De la mateixa manera, la suplementacié de VASH1 exogen és capag de disminuir la
pressid portal, resistencia portohepatica aixi com la formacié de vasos col-laterals
portosistémic un cop iniciada la hipertensio portal i cirrosi (protocol d'intervencio),
indicant VASH1 també com a bona diana terapéutica.

- Les propietats antiangiogéniques de la suplementaci6 de VASH1 exogen son
especifiques dels vasos actius involucrats amb I'angiogenesi patologica, sense actuar

sobre la vasculatura normal.
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7.2 Estudi 2: Efecte antiangiogénic i antifibrotic del factor derivat d’epiteli pigmentari

(PEDF) en rates amb hipertensi6 portal i cirrosi per lligadura del colédoc (BDL)

- PEDF esta sobreexpressat en el fetge de pacients amb cirrosi per virus de 'hepatitis C,
aixi com en el fetge i en el llit vascular mesentéric de models animals d’hipertensié portal
i cirrosi.

- PEDF i VEGF se sobreexpressen de manera unidireccional i correlacionant amb la
neovascularitzacié mesentérica i la fibrogenesi hepatica durant la cirrosi, suggerint que la
induccié de PEDF pot reflectir un mecanisme compensatori dirigit a reduir els efectes
patologics de VEGF.

- La transferéncia genica in vitro de cél-lules endotelials HUVEC mitjancant vectors
adenovirals de PEDF disminueix la formacio d’estructures vasculars en Matrigel .

- La transferéncia génica in vivo mitjangant vectors adenovirals de PEDF suprimeix de
manera efectiva 'angiogenesi patologica que es dona en el mesenteri i fibrogénesi
intrahepatica de rates BDL, donant una disminuci6 significativa de la pressié portal,
durant el protocol de prevencid, tot i que amb menys efectes durant el protocol
d’intervencio.

- Les propietats antiangiogéniques de la suplementacié de PEDF exogen son especifiques
dels vasos actius involucrats amb l'angiogenesi patologica, sense actuar sobre la

vasculatura normal.

Des d'un punt de vista terapeutic, els nostres resultats indiquen que la suplementacio
exogena de PEDF o VASH1 pot ser una modalitat plausible i prometedora per prevenir la
progressio de la hipertensio portal i cirrosi, i consequentment reduir el risc de desenvolupar una
cirrosi avangada observable en pacients. Cal destacar, que actuar sobre els canvis patologics
primerencs podria permetre la possibilitat d’intervenir en les malalties croniques del fetge en una
etapa abans de una fibrosi irreversible. Es tracta d’un fet important, ja que el tractament de
pacients amb malalties croniques del fetge continua sent un punt critic i prevalent en la clinica,
amb poques opcions terapeutiques. El present estudi doncs, obra la porta a I'is d'aquests
factors, no només en la hipertensié portal i la cirrosi, siné en diverses malalties la patogénia de

les quals esta caracteritzada per una angiogenesi patologica.
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Pubmed search with key words “vasohibin (VASH) and liver” extracted only 8 publications since
2004 when vasohibin reported for the first time. Among them only two works [1, 2] dealt with
Hepatocellular Carcinoma (HCC), while another work explored the VASH implications in liver
regeneration [3]. At this point of time, the work of Coch et al (2014) has significantly extended
and strengthened the understanding of VASH1 implications in re-modeling of hepatic
angiogenesis pertaining to the development of liver diseases [4]. Discovery of VASH and its
selective induction in endothelial cells (EC) by VEGF by Saito group in 2004 is an important
addition to the list of anti-angiogenic proteins [5]. VASH appears to operate as an intrinsic and
highly specific feedback inhibitor of activated EC engaged in the process of angiogenesis. This
virtue-of VASH could be exploited in developing a therapeutic strategy to curb liver fibrosis as
the fibrotic scar formation is associated with elevated pro-angiogenic activity in the sensitized
liver [4]. Based on this proposition the work of Coch et al. (2014) elaborated the anti-angiogenic
effects of VASH1 that contained liver fibrosis and cirrhosis. This is a significant step forward in
formulating a therapeutic strategy for liver pathologies associated with fibrosis. Although the
work convincingly demonstrated anti-angiogenic effects of VASH1 on the VEGF-dominating
liver fibrosis, it could not offer the mechanistic insight of the VASH1 associated inhibition of
fibrosis by studying primary fiborgenic pathways. In this connection, a previous work by Saito et
al. [2011] offered a hint that overexpression of VSH1 in diabetic animals suppressed the renal
levels of TGF-B1 [6].

The dynamic process of fibrosis forges the liver matrix becoming heterogeneous with respect to
various types of collagen, combinations within different tissue regions, and age associated
alterations [7]. This progressive condition leads ultimately to portal hypertension at the end
stage of the disease, and makes clinical management of liver fibrosis and cirrhosis difficult.
Coch and co-workers (2014) demonstrated that overexpression of VASH1 by adenoviral gene
transfer exerts multifold beneficial effects in portal hypertension and significantly decreases
portohepatic resistance and portal pressure [4]. Therefore, VASH1 mediated beneficial effects in

2

Hepatology

Page 2 of -



Page 3 of 10

Hepatology

portal hypertension strongly suggests that supplementation with VASH1 might be a novel and
promising therapeutic strategy for halting chronic liver disease progression.

Hepatic stellate cells (HSC) play critical role in defining fibrosis in liver [7]. During resolution of
liver fibrosis, activated HSC undergo either apoptosis or inactivation of sensitized HSC [7].
Many pathways associated with fibrosis such as TGF-b1 [7], and lysil oxidase-like-2 (LOXL2) [8]
have been targeted to develop anti-fibrosis drugs, however with limited success [9]. Although
there is evidence of reversibility of liver fibrosis in animal models no specific antifibrotic drug has
been developed so far for the treatments of liver fibrosis. Pathological angiogenesis in liver
emerged as a target module for anti-fibrotic drug development since “vascular remodeling,” is a
core contributing factor in the progression of the fibrosis [9]. DNA array analysis of human
cirrhotic livers showed overexpression of key angiogenesis genes such as VEGF, FGF-8, FGF
receptor-1, PDGF and their corresponding receptors, cell-cell and cell-matrix adhesion
molecules, and matrix re-modeling molecules [10]. However, the anti-angiogenesis therapy for
tumors as a whole could not achieve much because of lack of understanding of mechanistic
insight of the neovascularization process. At one point bevacizumab was approved for breast
cancer by the FDA, but the approval was revoked on 18 November 2011 [11] because of co-
lateral interference with vascular functions and less effectiveness in increasing life span of the
patients.

Recent studies suggest that anti-angiogenic therapies can prevent liver fibrosis [12]. In relation
to the use of anti-angiogenesis drugs in liver fibrosis the world is in search for a drug which
would ideally attenuate pathological neo-angiogenesis, dampening collagen synthesis and
restricting transformation of liver from fibrotic to tumorogenic. Discovering VASH1 as an anti-
fibrotic and an anti-angigenic natural protein holds promise for developing an effective anti-
fibrotic and liver-protective drug. The scope of such propositions appeared optimistic particularly
after observing anti-fibrosis functions of kinase and multi kinase inhibitors such as bevacizumab,
sorafenib and sunitinib, and their increasing uses in liver pathologies [13]. Sunitinib, a PDGF
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and VEGF RTKs’ inhibitor could potentially block both activated HSC and angiogenesis and
thus prevents the progression of cirrhotic liver to HCC. Tugues et al. [2007] demonstrated that
sunitinib -decreased hepatic vascular density, collagen expression and portal pressure in a
rodent model of cirrhosis [14]. Sorafenib, a Raf kinase and VEGF receptor type 2 kinase
inhibitor, was the first drug of this kind to prolongate the survival of patients with HCC [15]. A
recent work by Huang et al. [2013] [16] revealed that bevacizumab was also found to
downregulate the expression a-SMA and TGF-B1, which have been reported to be pro-
fibrogenic genes in vivo. In a similar fashion, VASH1 can be proposed as “dual effecter” to
inhibit angiogenesis and fibrosis simultaneously with relatively lower doses of the VASH1. The
first ever effort by Coch et al (2014) in overexpresissing VASH1 protein in vivo could efficiently
suppress pathological neovascularization and reduced the formation of portosystemic collateral
vessels in cirrhotic rats. The encouraging results of the study confirms that over-expression of
VASH1 in BDL liver has dual actions; 1) Inhibition of angiogenesis and 2) Attenuation of
intrahepatic fibrogenesis through suppression of HSC activation. A recent work by Xue et al
[2013] demonstrated that the activation of VASH2 in HCC milieu promotes angiogenesis [1].
Therefore, it would be very relevant and significant to study if the differential expression of
VASH1 and VASH2 define the transition of fibrotic liver to HCC. The challenges lying ahead is
formulating a strategy of keeping precise balance between anti-angiogenic and other vascular
functions in liver particularly when the anti-angiogenic drugs perturb critical signalling networks
in both the pathological angiogenesis and vascular functions. The main side effects of
bevacizumab are hypertension and heightened risk of bleeding [18]. Sunitinib showed some
effects against HCC in phase Il studies, but a large phase Il study was interrupted due to unfavorable
safety profile associated with vascular health and shorter survival in comparison to sorafenib.
Therefore, the therapeutic use of VASH1 in curbing liver fibrosis should be studied in parallel
with bevacizumab, sunitininb and sorafenib in in vitro and in vivo models to understand the
relative effectiveness of the approach in reversing liver fibrosis.
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Factually the observation by Coch et al (2014) is convincing that disruption of the VEGF-VASH1
negative-feedback loop induced local downregulation of the excessive expression of the
proangiogenic growth factor VEGF [4]. However the paradox is that overexpression or ectopic
delivery of VASH1, which was already overexpressed in cirrhotic livers could reverse the liver
pathology in part (figure 1). Like VASH, similar observations were made previously with SFRP4,
a natural anti-angiogenesis protein [17]. Ectopic delivery of sFRP4 could effectively inhibit tumor
neo-vascularization and ultimately restricted tumor size in BALB/C nude mice while endogenous
expression of sSFRP4 always remained high in solid tumors [17]. In the present work the authors
put forward the proposition that ectopically, and non VEGF-regulated, VASH1overexpression
disrupts the circuit but keeping a constant and lower levels of VEGF synthesis, which is
sufficient to maintain vascular homeostasis but not pathological angiogenesis [4]. This
proposition only could be verified by thorough study of crosstalk between VASH1 and VEGF
signaling that would enable to explain the paradox. A comprehensive study of receptor biology
of VEGF under ectopic application of VASH1 would be able to explain the “paradox”. This study
would also elaborate the VEGF-VASH1 negative-feedback loop because interplay between
VEGEF receptor types and VEGF splice variances is key to the final vasculature architecture of
the liver. Studying VASH1 signaling under low oxygen environment in sensitized liver is also
critical since hypoxia and hypoxia inducible factor (HIF) play decisive role in fibrotic processes in
the liver [18]. A recent work by Kozako et al. [2012] described that VASH1 induces prolyl
hydroxylase-mediated degradation of HIF-1a in human umbilical vein EC under oxidative stress
[19].

The heterogeneous nature of liver fibrosis and its consequences throw challenges at different
levels. Therefore, the research might be directed to understand the following layers of events in
future 1) VASH1 acts only through VEGF axis? Does it have transcriptional or post-translational
regulation of other signaling pathways pertaining to liver fibrosis? 2) VASH1 implications in the
activation and apoptosis of HSC 3) Profiling transcriptional regulation, post-translational events,
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and protein expression of VASH1 under routine therapeutic regime of liver diseases. 4)
Synthesizing cell permeable and targeted “VASH1-mimicking” small peptide to have better
delivery and control over VASH functions.

The work of Coch et al [4] holds a promise for developing a novel anti-fibrotic therapeutic
strategy for liver pathologies since the study hinted a reversal of vasohibin driven negative

feedback loop of VEGF-angiogenesis axis in fibrotic liver (Figure 1).
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Legends:

Figure 1: Reversal of vasohibin induced negative feedback loop of VEGF-angiogenesis axis in

fibrotic liver.
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