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Als meus avis,
als meus pares,
a la Piga, I'Azri, el Floc i el Leo.






“You are the books you read, the films you watch, the music you listen to, the

people you meet, the dreams you have, the conversations you engage in. You

are what you take from these. You are the sound of the ocean, the breath of
fresh air, the brightest light and the darkest corner.

You are a collective of every experience you have had in your life. You are every

single second of every single day. So drown yourself in a sea of knowledge and

existence. Let the words run through your veins and let the colors fill your mind
until there is nothing left to do but explode.

There are no wrong answers.
Inspiration is everywhere.
Sit back, relax, and take it all in.

Now, go out and create something.”

Jac Vanek
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"Om Ah Ra Pa Tsa Na Dhih"

Manijushri (Bodhisattva de la saviesa)
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20:00 i haig de portar a imprimir la
tesi demal!l Com deia, aix0 d'escriure
no és lo meu o sigui que imagineu-vos
el disgust que porta ma mare, que és
filologa catalana de pura cepa, després

de veure que sbc capag d'escriure
dissabte amb P!.

Bé, no sé com escriure amb paraules tot el que sento, tot el que us vull agrair! com diria
[‘Anna... mira que ets CENUTRIA! pero... una tesi ha de tenir agraiments Si o Si (és I'inic
apartat que tothom és llegeix! ) aixi que faré el que puguil El meu estil cientific es limitaria
a un GRACIES et al, perd intentaré donar-li un toc més artistico-literaril

Primer de tot vull agrair als meus directors de tesi, sense els quals aquest treball no hauria
estat possible. Cristina, muchas gracias por la paciencia que has tenido conmigo, por
guiarme en mis inicios (cuando era ingenua y pensaba que encontraria la cura para la
aterosclerosis! ... todo el mundo lo ha pensado alguna vez en su vida, no? Fig. 1y 2).
Gracies per la teva excel-lent direccio cientifica, pel teu sentit practic, per la teva eficiéncia
i per l'empatia que has tingut amb mi en moments dificils. Gracias Pepe, por tus consejos,
por confiar en mi y darme la oportunidad de hacer el doctorado. (Es todo un privilegio ser la
Unica becaria a la qual has revelado un WB! muchas gracias!)

Gracies a la Dra. Badimon per haver-me donat ['oportunitat de realitzar la tesi al Centre
d'lnvestigacio Cardiovascular. Gracies també per valorar la meva faceta més artistica.

Gracies als col-laboradors del Laboratori d'Angiologia, Biologia Vascular i Inflamacio i del
Servei de Cirurgia Vascular de ['Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, per haver fet possible
una bona part d'aquesta tesi: Gracies, Sonia, per la paciéncia que has tingut amb mi (hay
sangrelll; Lo siento! soy un desastre con el Whassap); Mercedes, pel teu bon humor i
energia; Sergi Bellmunt, per l'ajuda amb les ecografies en miniatura; Luis Vila i José Roman
Escudero, per donar-me accés a unes mostres tant valuoses.
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Gracies als meus companys de laboratori, el 110 és la meva segona casa i vosaltres la meva
segona familia (Fig. 3)!

Gracies als que em vau acollir! A Oli, por tus consejos; a Maria de Burgos (verte pelar una
haranja ho tiene preciol :P); a la Silvi (deja el Whassap y atiende, que aqui va tu parrafo!
:P): por tu ayuda infinita y tu energia positiva con la que contagias a todo el labo! A ver si
se me pega algo de tu eficiencial Trabajar contigo ha sido un lujo!l. Crespo, ti lo que
hecesitas es un disaieeeeerrrr! (ho habia de dir); Ara en serio, gracies per integrar-me al
grup des del primer dia (adn me acuerdo de la primera cena de navidad!!) i pel toc d’humor i
banda sonora que dones al grup. Ricardo (Richi!l), moltes gracies per la teva amistat; Des
del principi m'has guiat, m'has ajudat, m'has escoltat... i m’has ensenyat que amb paciéncia i
il-lusio la ciencia mola més (algun dia el nostre Nature sortira a la llum!). Molt
especialment... a ['Anna: has estat una persona molt important per mi, gracies per confiar en
mi des del primer dia! (em vas fer guanyar tota la confianga en mi mateixa que em faltava i
aix0 ho té preu); Per ser tant auténtica i estar com una cabral gracies pels teus jocs de
paraules, pels teus balls de bona sort (han funcionat inclos a distancial, pel Flufo... Disparal!
Cenutriall), pero sobretot gracies per la teva amistat: per ser-hi tant en els moments bons



(Fig. 5) com en els dolents (quin art que tens fent caixes!! encara trobo tipers amagats per
tot arreu! :P). MOLTES GRACIES, XURRI!!

Gracies també a la que era novata quan vaig arribar: Judith... todo llegall, un dltimo empujon
y lo tenemos! Gracies, Aina i Susana, vaya duo esteu fetes! quin fart de riurel. Gracias,
Maria Galan, por animarme a seguir "palante”, por hacerme ver que hay futuro y animarme a
seguir con la aventura extranjera.

A tots els meus alumnes preferits: ingrid, Nando y Saray, ha sigut un gust ensenyar-vos el
poc que sé.

Gracies, Ingrid, per la teva energia i positivisme i els teus crits! Coca amb cireres!!! s'han
de celebrar els petits exits!l! Tota una filosofia de vida. Gracies per la teva amistat, per
retroalimentar positivament la meva bogeria i per contagiar-me amb el teu entusiasme! Ets
uha artistal! (encara que no sapigues ni qui és Bob Dylan! :P).

Saray, gracias por ser tan genial! Gracias por aguantarme (no es facil que te enseiie alguien
tan caotico como yo; viva el candy crash!) y ayudarme tanto! Si te tuviera que dar un euro
por cada porta que me has xilanizado... te haces rica! :D Quiero que sepas que vales mucho!
ti confia en ti y "palante”!! No lo dudes nunca! (Zumito power!!)



Gracias, Betty, por ser tan buena y mostrarme lo que es la SOLIDARIDAD en persona (no te
enfades eh! que esta vez no va en broma, va muy en serio). Gracias por cuidarme, por
acogerme en tu casa al estilo cubano, por toda la paciencia que tienes cuando no me acuerdo
de los protocolos... por los zumitos.... La lista de cosas a agradecerte es interminablel!!
GRACIAS POR CREAR UN MONSTRUO!

Gracies també als que han passat de visita, I'Andrea i la Diana, donant vidilla a la nostra
rutina.

energia y tu hiperactividad contagiosas (Anem a la muntanya??); David, gracias por
meterme caiia y hacerme ver que si quiero conseguir algo, principalmente depende de mi!
(no me llores!!!), eres un sabiol; Gracies, Gemma, per estar com una cabralll, pels teus jocs
de paraules i flipades varies!; Gracies, Sonia, pels teus consells i anims; Gracias, Rocio! (Ay,
digo Lourdes!), por ser tan divertida y positival (lo del confesionario va por ti! qué historias
ha oido la china! jeje Fig. 4).
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Gracies, Oriol, per les teves ensenyances de meditacio i budisme (ets el meu mestre encara
que o ho vulguis! ;P); Gracies, M? Angels, pel teus consells i la teva paciéncia aguantant el
meu caos ding el vostre paradis de l'ordre i la perfeccio! Gracies a tots amb els que he
compartit llargues nits de transplants! Gracies, Roberta, Roi, Jose, Carolina, Elena, Raquel,
Maite, David y ingrid. Qué largas noches de placer, eh! :P Especialment a la Maribel, anims
amb els mobils i les guardies, tu pots!! Gracies, Sergi, Raquel, Maite, Rafael i Sonia, per



l'estabulari: Sergi i Laura, moltes gracies pels vostres consells i orientacio, i i\ngel, per la
teva ajuda. Gracias, Fanny, por tu ayuda y tu eficiencia (no habia nunca visto nadie limpiar
uha grapadora por dentro! jajaja), por ser tan carifiosa y tan buena persona.

Carmen y Filo, muchas gracias por cuidarme tanto! por ser tan buenas y tener la santa
paciencia de ho matarme cuando piso el suelo fregado, por mimarnos, traernos merienda y
por animarme eh los momentos mas duros.... sois un sol! :D

Gracies als companys d'altres grups. A 'Ester Gerboles, per ser tant auténtica i divertidal i
per la teva paciencia amb els explants i les mil plaques que et deixavem de regalet. Gracies a
tots els que d'una manera o altra heu aportat el vostre granet de sorra a aquesta tesi: Quim,
Maisa, Anna N, Rosa Aledo (gracies per l'ajuda amb els clonatges!), Ester Peha (quina
paciéncia fent fotos!), Sandra (gracies per ensenyar-me tot el mon dels microarrays!),
Laura N y Elena (qué guai que os apuntarais a mis fiestas!), al Josep (gracies per ser tan
agradable), a la Meritxell (quina eficiencia, ens fas la vida molt més facil, mercil), a la Maria
B, llaria, Monica P (mi vampira! jajaja) ... i tota la resta, que no son pocs!

Gracies als que ja han emigrat i se'ls troba a faltar: Juli, Marta S i Cardis, sou la canyal

A la gentuza que conoci en el master; Gracias Paulo, por ser tan boémio! es la hora del
panll; Gracias, Cris (la atleta mejicana jajaja), por ser tan molona, por nuestras cenitas
para compartir penas y alegrias, y la Rusa Loka! s Te6a nobnto Ul Gracias por ser tan
guail; gracias por tu alegria (aunque tengo que decir que eso depende un poco del dia, eh!
:P) y por tu amistad sincera. Ain me acuerdo de nuestras sesiones con el ukelele
(Alleuliah!!!!), cuando me invadias la cama y veiamos pelis romanticonas.... o0 cuando nos
llevaste al culo del mundo a ver ovejas y prados! (Fig. 5) A ver si el destino nos vuelve a
unir por estos mundos de Dios! ;)




Gracias Jana (la chica checal); por ser tan auténtica, por tus miradas enigmaticas y tus

risas de local muajajaj. Ain me acuerdo de esa noche en tu garage, qué miedo!! :D)

Gracies a tota la troupe de locos motivaos bohemios de la vidal! (Fig. 7)

Gracias Mariaxu (Ai! Dra. Moreno! Fig. 6),
por valorarme desde el primer dia (te
acuerdas cuando hos conocimos en la biblio y
yo era una hippy catalaneta? jejej). Por
mantener y cuidar nuestra amistad a lo largo
del tiempo. Gracias por animarme en mis
momentos mas xof; gracias por ser tan
sincera y decir siempre lo que piensas, por
entender la vida de una forma tan guai y por
ser tan fifi-pijal :D Gracias, Suares, por ser
tan td misma! Por tu amistad y simpatia; Por
compartir tus suefios conmigo! jajaj. Gracias
por ser tan directa y ho poder esconder lo
que piensas (lo siento, la cara te delatal) i
per  aguantar  els  meus  rollos
trascendentals/meditatius jajaja Us estimu
xurriS!! :)

If at first you
don’t succeed,

Statistically Signifil
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Gracies, Adri (eres mu grande! el Tomas... el concurs de bigotis!... bohemios de la vida que

ho tiene nada que verl); Victor y Cafii (qué momentos en espeleo! Somos los flipaos de la

Ferlall); Belén (esa fiesta de carnavall! qué grande!); lrene (qué serian los viajes en coche

sin tus escatologismos! jajaja); Carlos, (gracias por ser tan bueno y ayudarme siempre);

Xave, gracias por tus conversaciones y experiencias surrealistas. Algin dia bimbaré un Pito

negrol! (el pajaro eh!).




Moltes gracies, Monica i Pablo! Si, per mi
sou inseparables! som inseparables! Hi heu
estat sempre i hi sereu sempre! Monica! ja
eng ho va dir el Pare Jesus, Dios las cria y
ellas se juntan! Moltes gracies per tot el
que has fet per mi, per animar-me, ajudar-
me, eh definitiva; per compartir la teva
amistat des que tinc memoria!

Pablo, moltes gracies per valorar-me tant
(ho m'ho mereixo!), per acceptar-me com
soc i ajudar-me a millorar i a esforgar-me.
Ets un mestre! Gracies per introduir-me al
mon muntanyeru (Fig. &)!

Marti, moltes gracies per introduir-me al
mon frikill encara me'n recordo de les
primeres partides al Bang a Laforja! i quan
m'intentaves convencer perque llegis Game
of Throwest BASURAAAAAIL jajajaja

Gracies a tots els musics que han passat per Cabo Norte (Fig.q), heu fet un somni realitat.
JM, gracies per la teva confianga i amistat, per fotre'm canya i aconseguir que doni més de
mi mateixal :) Gracies, Joel, per la teva amistat i per obsequiar-me amb els teus consells i
les teves converses sempre interessants i enriquidores!. Sort que poseu una mica d'ordre!
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Karel, aunque seguimos fluyendo por caminos distintos quiero que sepas que lo que hemos
vivido ha valido la pena. Me has ayudado y aportado mucho, hemos vivido cosas muy bonitas
Y me has hecho sentir muy especial. Gracias.

Finalment, a la meva familial Gracies a tots els tiets, cosins, per ajudar-me, animar-me i
estimar-me.

Gracies als meus avis per cuidar-me sempre, sé que sempre sou i sereu amb mi. A l'avi
Salvador... que resava perqué trobés un lloc per fer el doctorat (Avi, ho he aconseguit!!) i
perqué trobés novio jaja. A l'avi Manel, més callat perd igual de present i patidor i sempre
tan orgullos de la seva Maria del Mar. A les meves avies Montse i Rat, gracies per explicar-
me batalletes de la masia i de Palencia, per confiar en mi i animar-me sempre a seguir
endavant.

Gracies als meus pares Manolu i Rat
(Fig.10). Per estimar-me i ajudar-me
sempre. Per mimar-me perd no consentir-
me que sind podria  haver  sortit
esquizofrénical jajajaj, per confiar en mi i
posar-me la vida tant facil. Si soc com sdc
és gracies a vosaltres, gracies al vostre
exemple. Us estimo molt. Mama, espero que
no m'hagis desheredat després de corregir
quasi 300 pagines de tesi sense

els meus animalets: Piga, Azri, Floc, Leo,
per la vostra companyia i alegria.

Finalment, gracies a Passenger per la seva misica que m'ha acompanyat i animat durant
aquesta tesi:

Sing at the top of your voice
And love without fear in your heart
Feel, feel like you still have a choice
If we all light up we can scare away the dark!!
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1. LA PATOLOGIA ATEROSCLEROTICA
1.1. Introduccid

L'aterosclerosi és una patologia inflamatoria cronica que es caracteritza per la
formacié d’una placa d’ateroma (del grec atheroma, diposit ple de material
pastds) a la paret arterial. Es una malaltia lenta que s'inicia durant la infancia i
gue progressa de forma asimptomatica durant la vida adulta [1], [2]. En el seu
estat avancat, aquesta malaltia pot provocar l'oclusié parcial o total d'una
arteria generant complicacions que poden provocar la mort de l'individu. De
fet, les malalties cardiovasculars (CDV) son la causa principal de mortalitat i
morbiditat en els paisos desenvolupats, essent el motiu sotsjacent al 50% de la
mortalitat total, i la seva importancia és creixent en paisos en
desenvolupament. L’Organitzacié Mundial de la Salut estima en 17,3 milions les
morts causades per malalties CDV arreu del mén I'any 2008, i prediu que aquest
nombre augmenti a 23,6 milions I'any 2030 [3].

1.2. Factors de risc

L’aterosclerosi és una malaltia complexa i multifactorial, fet que complica el seu
estudi, prevencio i tractament. S'han associat una gran varietat de factors de
risc entre els quals destaquen els antecedents familiars, la hipercolesterolémia
[4], la hipertensié arterial [5], la diabetis [6], la sindrome metabolica [7], una
dieta rica en greixos saturats i colesterol [8], el sedentarisme [6], el tabaquisme
[9] o bé diferents agents infecciosos [10]. Entre tots els factors de risc
identificats per estudis epidemiologics, la hipercolesterolemia és,
probablement, el més predictiu en el desenvolupament de I'aterosclerosi, inclos
en abséncia d’altres factors de risc [11].
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1.3. Estructura de l'artéria

En una situacio fisiologica normal, la paret arterial esta formada per tres capes

ben diferenciades: I'adventicia, la média i I'intima (Fig. 1).

La capa més externa és l'adventicia. Esta formada principalment per matriu

extracel-lular (MEC) i fibroblasts. Constitueix el suport per a les terminacions

nervioses i els vasa vasorum, una xarxa finissima de vasos que s’encarreguen

d’aportar nutrients i oxigen a la paret arterial.

Separada de I'adventicia per la lamina elastica externa trobem la tunica média.

Aquesta capa és la que presenta un gruix més important i és I'encarregada de

mantenir el to vascular. Esta formada per cél-lules musculars llises vasculars

(CMLV), fibres elastiques i fibres de col-lagen en proporcid variable segons el

tipus d’artéria.

A la cara més luminal, separada de la media per la lamina elastica interna,

trobem ['intima. Aquesta esta constituida per una monocapa de cél-lules

endotelials (CE) i per la lamina basal de teixit fibroelastic sobre la que reposen.

La monocapa de CE o endoteli constitueix una barrera de permeabilitat

selectiva entre les cél-lules i components sanguinis i el teixit vascular, alhora

gue exerceix un paper actiu en la regulacié de I'homeostasi vascular [12].

Vasa vasorum——————

Lamina elastica externa
Adventicia

il

\ {//,1/'/;./ Lamina elastica interna
=z

- Teixit connectiu

subendotelial
—— Lamina basal variable de
I'endoteli

Llum
Endotelide la capa intima |

;Capa intima
llCapa media

| Capa adventicia
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1.4. La lesid aterosclerotica

Tot i que la patologia aterosclerotica és un fenomen conegut des de I'antiguitat
classica (encara que no s'hi relacionaven els accidents CDV que se'n derivaven),
les primeres teories que tracten d'explicar-ne el seu origen no apareixen fins al
segle XIX. No va ser, pero, fins a la decada dels 90 (segre XX.) que R. Ross
formula la teoria més acceptada avui dia, la de la resposta a la lesio. Aquesta
defineix I'aterosclerosi com una malaltia inflamatoria fibroproliferativa cronica
originada per un dany a I'endoteli [9]. Aquesta alteracio de I'endoteli o disfuncio
endotelial desencadenaria una serie de mecanismes que conduirien a la
infiltracié de cel-lules inflamatories a I'espai subendotelial, a la proliferacio i
migracié de les CMLV i a la deposicio de material lipidic, calci i matriu
extracel-lular produint la fibrosi de la capa intima de la paret arterial,
anomenada placa d’ateroma. Durant la seva evolucié, I'artéria es va obstruint
gradualment i pot evolucionar fins a lesions altament inestables. Aquestes
darreres poden donar lloc a episodis clinics aguts promoguts en la majoria dels
casos per la ruptura de la placa i la consegient trombosi [3], [13].

En humans afecta principalment les arteries de mitja i gran calibre i segons les
zones que irriguen les arteries afectades podem diferenciar tres tipus generals
de malalties CDV d'origen aterosclerotic [14] (Fig. 2):

- Malaltia cerebrovascular:
5 i patologia que afecta els vasos
*Malaltia sanguinis que irriguen el cervell
cerebrovascular = "
(artéria carotida).

Cardiopatia
Isquemica «—f;

- Cardiopatia isquemica: patologia
que afecta els vasos sanguinis
que irriguen el cor (artéries
coronaries).

{ — Malaltia arterial . Malaltia arterial periférica: quan
periferica el dany es produeix en vasos
sanguinis allunyats del cor com
ara els que irriguen els membres
superiors i inferiors (aorta,
Figura 2. Malalties cardiovasculars d'origen arteries  illaques i  arteries
aterosclerotic femorals.
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1.4.1. Evolucid de la lesio

1.4.1.1. Lesid inicial: disfuncié endotelial

S'ha denominat disfuncid endotelial a qualsevol alteracié de la fisiologia de
I'endoteli que afecta o compromet el seu funcionament normal desencadenant
una serie d'esdeveniments que promouen la formacié de lesions
aterosclerotiques. Un dels canvis més importants, responsable de la disfuncio
endotelial, és la disminucié de la biodisponibilitat d'oxid nitric (NO), derivada en
part de la inhibicio de I'enzim responsable de la seva sintesi, I'0Oxid nitric sintasa
endotelial (eNOS) [15], [16]. En resposta a un dany provocat per estimuls
proaterogénics (colesterol, toxines bacterianes com el lipopolisacarid (LPS),
citocines proinflamatories, etc.) I'endoteli pateix un desequilibri en les seves
funcions que es reflexa en un canvi profund en el seu patré d’expressié génica.
L'endoteli activat per agents aterogenics indueix l'expressio de molecules
d'adhesié per a receptors especifics de monocits i limfocits T, com les E- i P-
selectines, les moléecules d’adhesid intercel-lular (ICAM-1, 2 i 3) i VCAM-1 [17]
aixi com diferents substancies quimioatraients, les quals afavoreixen la
infiltracié de leucocits a I'espai subendotelial (Fig. 3) [18], [19]. Per tant, la
disfuncié endotelial afavoreix I'aparicio de zones d’inflamacio a la paret arterial.

L'anatomia de les arteries també influeix en el funcionament de I’endoteli. En
les regions on el flux sanguini és laminar, les CE sén el-lipsoides i es troben
alineades en la direccid del flux. En canvi, en les curvatures o bifurcacions, on el
flux sanguini és interromput o canvia de direccid, les CE son poligonals i no
tenen una orientacié determinada. En aquests punts I'endoteli presenta una
major permeabilitat a macromolécules com les lipoproteines de baixa densitat
(LDL), i les possibilitats d’iniciar-s’hi una lesié son més elevades [20]. En
interaccionar amb els components de la MEC, principalment els proteoglicans,
les LDL queden parcialment immobilitzades [21], fet que afavoreix que pateixin
alteracions quimiques com oxidacié o glicosilacio. També s’ha descrit que la
hipercolesterolemia augmenta la permeabilitat endotelial, fet que afavoreix
encara més la internalitzacié de lipids a I'espai subendotelial [22].
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1.4.1.2. Inflamacio

El procés aterosclerotic s’acompanya d’una resposta inflamatoria-
fibroproliferativa cronica. En resposta a la infiltracié de LDL, les CE i les CMLV
alliberen molécules quimioatraients com la proteina quimiotactica de monocits
1 (MCP-1) o la interleucina-8 (IL-8), afavorint encara més el reclutament de
cél-lules inflamatories [23]. Un cop a l'espai subendotelial, els monocits es
diferencien a macrofags activats per citocines com el factor estimulant de
colonies de macrofags (M-CSF) juntament amb altres molécules secretades pels
limfocits T o les mateixes CE en resposta a les LDL oxidades [24], [25]. Els
macrofags presenten antigens que activen els limfocits T, els quals responen
amb l'alliberacié d’interferd y (IFN-y). Aquesta citocina, al seu torn, activa els
macrofags i altres tipus cel-lulars, com les CMLV, promovent que secretin altres
citocines proinflamatories com el TNF-a (Factor de Necrosi Tumoral a) o la
interleucina 1 (IL-1), amplificant aixi el procés inflamatori [23], [26] (Fig. 3).

@ Monaocit

MCP-1 T

Endoteli LDL HDL * ICAM-1 VCAM-1

ooooolooooooo

Ho-/ LDL T ‘
0, o J .= LDLmm
~00NO l @ Monocit

[MEC]

|Intima LDLox ———»
Citocines
T LDLox
—»| Factorsde
creixement '|[*— @ ¢ Macrofag
\ Cél-lulaespumosa

Media g i e V1Y

Fenotip sintétic Fenotip contractil

Figura 3. Esquema dels mecanismes cel-lulars i moleculars que determinen I'evolucié de
les lesions aterosclerotiques. Imatge obtinguda de Martinez et al. (2001) [27].
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Els macrofags i les CE produeixen espécies reactives d’oxigen (ROS) i enzims del
tipus mieloperoxidases, esfingomielinases i fosfolipases, els quals contribueixen
encara més a la modificacié de les LDL de tal manera que poden ser captades
per macrofags gracies als seus Receptors Scavenger (SR), com I'SR-A o el CD36
[28]. D’aquesta manera, els macrofags acumulen grans quantitats d’ésters de
colesterol, que provoquen els canvis fenotipics pels quals reben el nom de
cél-lules escumoses (Fig. 3). Al seu torn, les cél-lules escumoses produeixen ROS
i factors de creixement, els quals retroalimenten la inflamacio local i la resposta
proaterogénica [29]. Els agents quimioatraients, principalment el factor de
creixement derivat de plaquetes (PDGF), activen les CMLV de la capa média, les
guals pateixen una transformacié fenotipica: CMLV de fenotip contractil no
proliferatiu es transformen en cel-lules que proliferen activament, que migren
atretes per agents quimiotactics i que produeixen proteines de MEC (col-lagen,
elastina i proteoglicans). Aquesta transformacié activa |'expressio de gens que
codifiquen factors de creixement com el PDGF, citocines com el factor de
creixement transformant B (TGF-B) o la IL-1B aixi com els seus receptors de
membrana, a través dels quals les CMLV modulen la seva propia activitat i la
d'altres cél-lules que intervenen en |'aterogeénesi. A la Figura 4. es resumeixen
alguns dels factors de creixement, citocines i altres molécules mitjancant les
guals es modulen entre si les activitats de les CMLV, les CE i els
monocits/macrofags. Com a resultat d'aquest procés, les CMLV proliferen i
migren de la capa media a l'espai subendotelial donant lloc a una nova capa a la
paret arterial, que es coneix com a neointima (Fig. 3). Aquest procés es veu
afavorit per un augment dels nivells de metal-loproteases de matriu (MMP) per
part dels macrofags, CE i CMLV promogut pels mateix PDGF i altres agents
mitogens, com el factor de creixement basic de fibroblasts (bFGF), el factor de
creixement epidermic (EGF), la trombina o I'angiotensina Il [30]. Per altra
banda, el balang local entre I'activitat de I'activador del plasminogen tissular (t-
PA) i del seu inhibidor (PAI-I) pot repercutir en el procés de migracié de les
CMLV i de la sintesi/degradacié de matriu extracel-lular i, en consequiéncia, en
I'evolucio de les lesions [31].

Tot aquests processos provoguen l'engruiximent de la paret arterial, causant
una estenosi luminal [32]. La lesid es pot apreciar a simple vista i es denomina
estria grassa. La majoria d’individus dels paisos desenvolupats arriben a aquest
estadi a edats molt primerenques (infancia i adolescencia) [33].
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Figura 4. Activacié de les CMLV per factors de creixement, citocines i altres molécules
sintetitzades per diferents cel-lules que participen en I'aterogenesi (CE, plaquetes, CMLYV,
limfocits T i macrofags). S'indiquen alguns dels factors de creixement, citocines i
macromolecules la sintesi de les quals es veu afectada en el procés d'activacio de les
CMLV. Imatge obtinguda de Martinez et al. (2001) [27].

1.4.1.3. Lesid avangada i trombosi

Les CMLV sén el component cel-lular majoritari de les lesions aterosclerotiques
inicials, representant fins a un 90% del contingut cel-lular. En canvi, en plaques
ateroclerotiques avancades, la major part de l'engruiximent es deu a
I’'acumulacio de MEC, més que no pas de cel-lules les quals representen tan sols
un 1% [34]. Hi trobem col-lagens intersticials (tipus | i Ill), proteoglicans i fins i
tot fibres elastiques. Aixo es deu al fet que les CMLV, que han canviat el seu
fenotip contractil per un de sintétic, produeixen proteines de MEC de manera
similar a com ho farien durant el desenvolupament embrionari. Els factors de
creixement també intervenen en aquest procés, com el PDGF o el TGF-B1, els
quals promouen una sintesi de col-lagen excessiva per part de les CMLV.
L'acumulacié creixent de cél-lules i matriu, aixi com de lipids, pot acabar
formant una coberta fibrosa [33], [35], la qual cobreix el que es coneix com a
nucli lipidic o necrotic, en el qual trobem restes de cel-lules escumoses que, ja
sigui per l'efecte toxic de la carrega lipidica, com per les citocines
proapoptotiques i elements oxidatius presents en aquest microambient, moren
per processos apoptotics o necrotics [36].
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L'engruiximent de la placa aterosclerotica, juntament amb I'elevada taxa de
consum d’oxigen de les cél-lules escumoses, provoca l'aparicié de regions
d’hipoxia en les arees més internes de la placa [37], [38]. En les plaques
avancades es donen fendmens d’angiogenesi, procés pel qual es formen nous
vasos sanguinis a partir de vasos preexistents. L'angiogenesi s’ha correlacionat
amb la hipoxia intraplaca [38], fet que es pot interpretar com una resposta
adaptativa encarada a restaurar el subministrament d’oxigen als teixits [39]. No
obstant aix0, el més freqlent és que els neovasos formats no acabin de ser
funcionals, amb parets febles, fuites i vasos cecs, fet que contribueix a la
inestabilitzacid de la lesid [40]. Durant I'evolucid de la lesio, les plaques
aterosclerotiques poden complicar-se al patir hemorragies provocades per la
ruptura de neovasos i fenomens de calcificacié. Aquest ultim és un fenomen
tarda en la progressio de la lesio aterosclerotica [41], [42].

Finalment, les lesions aterosclerotiques avancades poden donar lloc a plaques
estables, que evolucionen reduint la llum del vas, provocant per exemple
I’angina de pit estable [43]. Perd també poden donar lloc a plaques inestables o
vulnerables, caracteritzades per tenir una fina coberta fibrosa degut a una
reduccié del contingut en elastina i col-lagen, a una gran activitat de MMP i a la
preséncia d’un nucli lipidic inflamatori i necrotic important [44]-[47]. Aquestes
plagues poden trencar-se o erosionar-se, provocant la formacié d’un trombe, el
qual pot ocasionar un episodi clinic agut, com l'infart de miocardi o I'ictus [13].
Les plaques inestables, per tant, sén les que originen els episodis clinics més
greus derivats de I'aterosclerosi.
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1.5. La restenosi

L'angioplastia coronaria és el tractament més segur i eficac per a desbloquejar
les artéries coronaries estretes o obstruides per la preséncia de placa
aterosclerotica. Durant el procediment, s'insereix un catéter a I'engonal o al
brac del pacient que, a traves de |'aorta, es fa arribar fins les artéries coronaries.
Seguidament, |'artéria obstruida s'obre comprimint la placa amb un globus
situat a l'extrem del catéter millorant aixi la irrigacid del cor. Inicialment,
I'angioplastia es va realitzar Unicament amb cateters de bald, perd els avencos
técnics han millorat la técnica amb la col-locacid d'unes malles metal-liques
anomenades "stents" en el lloc de I'obstruccié que serveixen com a bastida per
mantenir |'artéria oberta. Tanmateix, aquestes técniques presenten una
limitacid associada, la restenosi. Tal com mostra la Figura 5, I'obertura de
I'arteria mitjancant un baldé o un stent produeix una lesid vascular que
desencadena tot un conjunt de mecanismes biologics de reparacid que
provoquen una hiperplasia de I'intima reduint de nou la llum vascular [48]. En
comparacié amb l'angioplastia amb bald, on la possibilitat de reestenosi és del
40%, la implantacio de stents redueix la possibilitat de reestenosi al 25% [49].

El grau de lesid originat a la paret arterial és un factor determinant en la
intensitat de la resposta reparadora que es desenvolupa. En el cas de les lesions
per angioplastia coronaria es generen lesions de grau lll amb denudacié
endotelial, trencament de la lamina elastica interna i disseccié de la capa media
[50]. L'ampliacié de la llum del vas es deu a un efecte combinat de la reduccié
de la placa (compressid/embolitzacid) i la redistribucié d'aquesta de forma axial
dins la lesié [51], [52].
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Figura 5. Restenosi d'una artéria coronaria eixamplada pel stent. A) El stent expandit
comprimeix la placa i eixampla l'artéria, permetent el flux normal de la sang. B) Amb el
temps, el teixit cicatricial creix a través i al voltant del stent. Aixd provoca un bloqueig

parcial de I'artéria i un flux sanguini anormal.
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Tal com mostra la Figura 6, en la restenosi es distingeixen 4 fases diferenciades.
En la fase aguda post-angioplastia, les forces elastiques provoguen una
retraccié elastica espontania de l'arteria disminuint la llum del vas.
Seguidament, la formacio d'un trombe mural, juntament amb I'activacio de les
CMLV de la capa meédia, donaran pas a la fase de migracio i proliferacio
cel-lulars i, finalment, de remodelat vascular provocant I'engruiximent
progressiu de la capa intima i I'estenosi de la [lum vascular.

DLR
Resultat agut | Pérdua primerenca per
_ﬁ_ql:ﬁraccié elastica “) Perdua
24 T tardana
Diametre --“_1"""'-*—7———/—>
luminal (mm)
1
DLM basal >
g
. 0 . 7
Els mecanismes 12 2 6
dies mesos
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disminucid de la llum |

Figura 6. Evolucié del diametre luminal de I'artéria coronaria sotmesa a angioplastia
durant les diferents fases de la restenosi. DLR, diametre luminal de referéncia. DLM,
diametre luminal minim. RE, retraccié elastica. Exemple d'artéria amb DLR de 3.0 mm,
amb estenosi residual de 4,2% i estenosis de seguiment de 45,8%.
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Aguesta sequencia en models animals com el porc, el conill o la rata, pot
oscil-lar entre 4-8 setmanes després de la intervencidé, mentre que en I'home, és
més lenta i es desenvolupa al voltant dels 6 mesos [49] (Fig. 7).
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Figura 7. Cinetica del desenvolupament d’hiperplasia intimal en model porci
d'angioplastia coronaria en comparacid6 amb els humans. Relacidé temporal del
creixement de la neointima en animals i humans després de la col-locacié d'un stent nu
d'acer inoxidable. Les dades deriven principalment d'analisis morfometriques de stents
coronaris en porcs i humans. En animals, el pic de creixement neointimal s'observa als
28 dies, en comparacié amb els humans que s'observa als 6-12 mesos [53] post-
intervencid. Imatge obtinguda de Chaabane et al. (2013) [54].

1.5.1. Retraccio elastica

La retraccié elastica (elastic recoil) és la pérdua luminal, que s'observa en alguns
casos, generalment a la fase subaguda post-intervenciéo degut a les forces
elastiques de la paret arterial i com a conseqliéncia de la sobre-extensié de la
paret provocada pel bald. Aquest procés pot resultar en una pérdua de fins un
40% de I'area luminal [55]. Malgrat que l'aplicacid de stents ha suposat una
millora molt significativa eliminant la retraccié elastica, el desenvolupament de
restenosi continua essent un problema limitant.
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1.5.2. Activacio de les plaguetes i la resposta inflamatoria

1.5.2.1. Activacio de les plaquetes i formacio del trombe mural

Degut a la denudacié de I'endoteli, hi ha una exposicid a agents mitogens
circulants, com l'angiotensina Il i la plasmina. El factor tissular, iniciador de la via
extrinseca de la coagulacid, que és expressat per les CMLV i que s'indueix en les
lesions aterosclerotiques [56], [57], és alliberat i s'activa desencadenant la
sintesi de trombina, I'agonista plaquetari més potent [58]. En conseqliéncia,
mitjancant la interaccid entre els receptors de les glicoproteines de la
membrana plaguetaria, el col-lagen subendotelial, el factor de von Willebrand i
la fibronectina, s'inicia el procés d'adhesio i agregacid plaquetaria formant un
trombe mural, ric en plaquetes i fibrina, sobre la superficie luminal denudada. A
més, l'alliberament del contingut dels granuls plaquetaris, rics en adenosina
difosfat (ADP), tromboxa A, i serotonina, aixi com diversos factors
guimiotactics, retroalimenta l'agregacié plaquetaria a la vegada que promou
I'activacio de les CMLV de la capa meédia. La formacid del trombe prediu el
desenvolupament de restenosi tardana [59], [60]. De fet, el trombe per se té
propietats quimiotactiques ja que alguns components de la via de coagulacid,
com el factor X, el factor S o la trombina, sdén compostos mitogénics per a les
CMLV i pot actuar com a matriu on les CMLVs migren i sintetitzen MEC formant
la neointima [61] (Fig. 8). Un bon nombre de treballs experimentals han
demostrat que la inhibicid de la trombosi aguda (amb inhibidors del factor
tissular, antitrombines, anti-llb-lla, etc.) redueix la hiperplasia intimal [62]—[64].

1.5.2.2. La resposta inflamatoria en la formacio de neointima

Com hem comentat en l'apartat 1.4.2.2., I'aterosclerosi és una malaltia amb un
fort component inflamatori. La infiltracié de cél-lules inflamatories a la paret
arterial és un component clau en el desenvolupament de placa aterosclerotica
nativa i en la restenosi [65]. Com mostra la Figura 8, s'ha observat la presencia
de cel-lules inflamatories a la paret vascular ja a les primeres hores després
d'una angioplastia i la seva persisténcia a mig termini. A més, s'ha demostrat
gue existeix una correlacié entre el grau d'infiltracié de cél-lules inflamatories i
el desenvolupament de neointima en fases més tardanes [66], [67]. En models
experimentals, la inhibicié o deficiencia de molécules implicades en el procés
d'adhesié i internalitzacid dels leucocits, com P-selectina, l'antigen de
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macrofags 1 (Mac-1), o VCAM-1, resulta en una reduccié de la formacié de
neointima [68]—[71].

Trombe/ inflamacié aguda

g2n0pm

E
_E{!Endothelium
wb’é‘, : . /

Figura 8. Restenosi d'artéries coronaries humanes. A) Trombe ric en plaquetes (fletxes) al
voltant d'una malla de stent (*) 1 dia després de la col-locacié del stent. B) Trombe ric
en fibrina (punta de fletxa) al voltant d'un stent puntual 1 dia després de la col-locacié
del stent. C-F) Trombe ric en plaquetes (fletxes), fibrina (puntes de fletxa) amb
nombrosos infiltrats inflamatoris al voltant del stent (fletxes dobles) amb endotelitzacid
focal (F) cinc dies despés de la col-locacié del stent. E) Es destaca la preséncia de
cel-lules inflamatories que consten de neutrofils i limfocits (area resaltada al panell D).
Imatge obtinguda de Chaabane et al. (2013) [54].

En aquest procés també hi tenen una paper fonamental les quimiocines. Les
guimiocines sén proteines de baix pes molecular responsables dels processos
d'internalitzacio i activacié de leucocits. Aquestes, a part de ser responsables de
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la quimiotraccio dels leucocits, participen en la seva diferenciacio, proliferacid i
control de la supervivencia. La MCP-1 es considera la quimiocina més important
en el procés d'adhesid i migracid dels monocits dins la paret vascular durant el
desenvolupament de la lesio aterosclerotica i la restenosi. Aquesta és secretada
per les CE, CMLYV, fibroblasts i monocits-macrofags, i s'expressa de forma molt
marcada en les lesions aterosclerotiques, aixi com en la paret vascular, tan sols
dues hores després d'una lesio arterial degut a la resposta cel-lular inicial als
factors de creixement, com PDFG [72].

Un dels primers estudis que va relacionar una citocina amb l'aterosclerosi in
vivo és el desenvolupat per Liao et al. que es va publicar fa 20 anys, en el qual
es va observar un augment de MCP-1 al injectar LDL minimament modificades
(mmLDL) en ratolins [73]. L'expressié de MCP-1 i el seu receptor CCR2 va ser
detectada en lesions aterosclerdtiques en un model de ratoli deficient en
apolipoproteina E (Apo E’) [74], i la seva implicacié directa en el
desenvolupament d'aquesta malaltia es va demostrar en varies ocasions, tant
en ratolins deficients en CCR2 [75], [76], com en MCP-1 [77], [78], on es va
observar una disminucié del reclutament de monocits/macrofags. La inhibicid
de MCP-1 en diversos models experimentals d'angioplastia redueix I'acumulacio
de macrofags i el desenvolupament d'hiperplasia intimal [79]—[81]. A més, en
humans, els nivells de MCP-1 circulants sén predictors de restenosi [82].
Aguestes dades remarquen la rellevancia del component inflamatori i més
especificament, del paper de MCP-1, en el desenvolupament de la neointima.

1.5.3. Migracié i proliferacié cel-lular

Els macrofags son responsables de la fagocitosi de les restes cel-lulars i,
juntament amb les plaquetes i les CE, secreten factors de creixement, com el
FGF, el factor de creixement tipus insulina-1 (IGF-1), el PDGF, el factor de
creixement endotelial vascular (VEGF), quimiocines i citocines que
retroalimenten la resposta inflamatoria i controlen els mecanismes de migracié
i proliferacio de les CMLV.

Com s'ha comentat a l'apartat 1.4.1.2., les CMLV de la paret vascular presenten
un fenotip caracteritzat per una capacitat migratoria i proliferativa molt
limitada. Quan s'activen, per una lesid de la paret vascular, passen a tenir un
fenotip sintétic, en el que adquireixen més reticle endoplasmatic rugds per a la
sintesi de proteines de MEC i una induccio de la proliferacié i migracio cel-lular.
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Aquesta modulacio fenotipica es correlaciona amb una alteracio en I'expressid
de gens del citosquelet [83] aixi com una activacié de gens del cicle cel-lular
[84]. Aixi doncs, l'alliberament de factors de creixement i citocines a les
primeres etapes de la lesid restenotica provoca que les CMLV i els macrofags
migrin cap a le arees lesionades i reemplacin el coagul de fibrina (Fig. 9).

Migracié i proliferacié cel-lular

. _Macrophages. ||

Figura 9. Restenosi d'artéries coronaries humanes. Neointima primerenca 23 dies
després de la col-locacié del stent (*). A) Ceél-lules de l'intima dins de la matriu
extracel-lular vist per sobre de la malla del stent. B) Immunotincié de macrofags (KP-1)
(fletxes) a la base de la neointima. C) Tincié d'actina especifica per a la identificacié de
les CML properes a la superficie luminal de la neointima (fletxes). Imatge obtinguda de
Chaabane et al. (2013) [54].

1.5.4. Remodelat vascular

Tal com passa amb les lesions ateroclerotiques avancades, en les lesions
restenotiques humanes la major part de l'area ocupada per la hiperplasia
intimal correspon a MEC, i les cél-lules en sén el component minoritari [85]. En
la restenosi, aixi com en l'aterosclerosi, és fonamental que existeixi un equilibri
metabolic entre la sintesi i la degradacié dels diferents components de la MEC.
D'aquest fragil equilibri en depén el remodelat vascular, un factor determinant
gue condiciona el flux coronari i a la perfusio tissular. El procés que anomenem
"remodelat" consisteix basicament en un canvi del diametre de la llum vascular
i del gruix de la paret com a conseqléncia de canvis estructurals, de tipus
adaptatiu, per tal de mantenir la llum vascular en resposta als canvis del flux
sanguini. Aixi, a mesura que l'area de la lesié intimal augmenta, la paret vascular
es dilata per adaptar-se a la demanda de flux sanguini. Entre els mecanismes
causants del remodelat, cal destacar la importancia dels canvis en la composicio
de la MEC i la disminucié de la poblacié cel-lular de la media degut a un
augment de l'apoptosi de les CMLV (Fig. 10). L'endoteli, que té com una de les
seves funcions principals la regulacié del flux sanguini, i I'adventicia, juguen
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també un paper clau en la regulacié del remodelat arterial [86]. En resposta al
dany vascular, els fibroblasts es diferencien a miofibroblasts amb una elevada
taxa de proliferacid [87], [88]. Els miofibroblasts també sintetitzen col-lagen i
poden migrar i contribuir a la formacio de neointima [89]. A la vista del fet que
la  MEC és un component activament involucrat en el procés de
desenvolupament de la neointima, cal considerar que la modulacid de la
composicié de la MEC podria ésser una estratégia terapeutica a valorar pel
tractament i control de la restenosi.

MEC

=

CMLV i sintesi de

Figura 10. Restenosi d'arteries coronaries humanes. Neointima rica en CMLV en |'artéria
coronaria amb stent (6 mesos post-intervencid). A) Tincid de Movat pentacromo. B)
Immunotincié especifica per a la a-actina. Imatge obtinguda de Chaabane et al. (2013)
[54].

51



INTRODUCCIO

2. L'ANEURISMA D'AORTA ABDOMINAL

2.1. Epidemiologia i factors de risc

L’aneurisma és una patologia degenerativa vascular que es caracteritza per una
dilatacio progressiva, permanent i localitzada dels vasos sanguinis deguda a un
afebliment de la paret vascular i que en cas de ruptura sol ser mortal. Ocorre
principalment en arteries, especialment en I'aorta abdominal infrarenal, donant
lloc a I'aneurisma d’aorta abdominal (AAA) (Fig. 11). Aquesta patologia té una
prevalenca de fins al 8% en homes de més de 65 anys, i s'estima que és la
desena causa de mort més comu, essent responsable d'un =2% de totes les
morts. Els principals factors de risc de I'’AAA sén el tabaquisme i 'edat. De fet,
en les societats occidentals, la incidéncia d’AAA es troba augmentada degut a
I'envelliment de la poblacié [90], [91]. La patologia aneurismatica també pot
provocar altres complicacions secundaries, tot i que menys habituals, com per
exemple I'embolitzacié distal, les fistules aortoentériques o aortocaves i la
compressié de venes iliaques, la qual resulta en trombosi venosa profunda.

Figura 11. Aneurisma d’aorta abdominal. A) Esquema representatiu dels aneurismes de
I'aorta. B) Reconstruccié tridimensional d’un angiograma CT mostrant un gran
aneurisma d’aorta abdominal al qual s’hi troba associat un altre aneurisma a |'artéria
iliaca dreta. Aquest angiograma correspon a un home de 76 anys asimptomatic, previ a
una intervencié de reparacié endovascular. Imatge obtinguda de Nordon et al. (2011)
[92].
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En 'AAA, la paret arterial s’afebleix i 'aorta es dilata progressivament fins al
punt que, si no s’intervé, pot arribar a trencar-se [93]. Normalment es considera
gue hi ha AAA quan el diametre adrtic maxim és de >3 cm (la qual cosa suposa
un 50% més del diametre normal) [94], tot i que existeixen diversos criteris per
definir I’AAA [95], [96]. Avui en dia el diametre de I'artéria és I'Gnic marcador de
progressio de la malaltia i del risc de ruptura. Quan el diametre és superior a 5,5
cm s'aconsella la intervencio quirdrgica, I'Unica terapia disponible per a aquesta
patologia, molt costosa per a la sanitat publica i amb un elevat index de
morbiditat i mortalitat [97]. A més a més, no es disposa d’eines
farmacologiques que limitin la progressié o promoguin la regressio dels AAA ja
establerts [98]. Per tant, és fonamental la indentificacio de nous marcadors
d'evolucid i de noves dianes farmacologiques per a aquesta patologia.

Tal i com hem indicat, existeixen diversos factors de risc que afecten alguna de
les etapes de I’AAA (desenvolupament, expansié i ruptura), pero I'anic factor de
risc que s’associa amb totes tres etapes de manera irrefutable és el tabaquisme
[90], [99] probablement degut, entre altres coses, a la capacitat que té per
inhibir la a-1-antitripsina (AAT), un inhibidor de I'elastasa [100]. El manteniment
de I'habit incrementa I'expansio i risc de ruptura de I'AAA i n"empitjora la
prognosi. Hi ha evidencies que el risc disminueix en deixar de fumar [101].

El principal component de la capa media de les arteries és l'elastina.
Normalment, més del 99% de l'elastina total de les artéries es troba en una
forma reticulada insoluble que pot ser estirada fins a un 70% de la seva longitud
inicial. L'elastina és responsable del suport de carrega, tan en la direccié
transversal com la longitudinal, en tot el gruix de la paret arterial, absorbint aixi
les ones de flux sanguini i mantenint I'estructura arterial. Les CMLV deixen de
sintetitzar elastina quan s'arriba a I'edat adulta i a partir d'aquest moment, les
moléecules d'elastina tenen una vida mitjana que oscil-la entre els 40 i els 70
anys. Aix0, podria explicar, la predisposicié de persones d'edat avancada a la
formacié d'AAA. Per aquest mateix motiu, s’ha proposat que la predisposicio a
desenvolupar AAA podria, a més, tenir un origen embrionari [92], de manera
gue anomalies en I'elastogenesi fetal podrien tenir efectes a llarg termini.
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Tradicionalment, s’ha considerat |'aterosclerosi com un dels factors que
sotsjauen a la dilatacio de l'aorta [102], [103]. La preséncia de lesions
aterosclerotiques en el teixit aneurismatic és freqlent, i ambdues patologies
comparteixen alguns dels seus factors de risc [90], [104]. Tot i aixd, la possible
implicacié de I'aterosclerosi en el AAA és encara avui tema de debat. De fet, no
s’ha trobat cap associacio entre els nivells lipidics plasmatics i 'AAA, si bé s’ha
observat un efecte protector de nivells elevats d’"HDL (lipoproteines d’alta
densitat), aquest pot interpretar-se simplement com a simptoma d’un bon estat
de salut CDV [105].

Pel que fa a la hipertensid, s’ha establert com a factor de risc de ruptura d’AAA,
no obstant aixd, només s’ha pogut associar clarament amb el risc de
desenvolupar AAA en dones [105]-[108].

Altres factors de risc inclouen I'obesitat, que s’associa independentment amb
I’AAA, i I'alcoholisme [109], [110]. No s’ha establert el mecanisme pel qual el
consum d’alcohol augmenta el risc de patir AAA, pero hi ha indicis que sigui
mitjancant la induccié de metal-loproteases i de la degradacié focal d’elastina
[92]. Pel que fa a la diabetis, cal destacar que tot i ser un factor de risc per a
I'aterosclerosi, resulta protectora contra el desenvolupament i expansié de
I’AAA [96], [111]. Es desconeix per quins mecanismes la diabetis pot exercir
aquest paper, tot i que s’ha proposat que la hiperinsulinémia, la hiperglicemia o
fins i tot els agents terapéutics usats en aquesta patologia podrien estar-hi
involucrats. Aquests farmacs tenen la capacitat d’estabilitzar el trombe mural,
augmentar la duresa de la paret aortica, i disminuir la inflamacid sistémica
[112]-[114].

Diversos estudis familiars i de bessons han evidenciat la importancia de la
predisposicié genetica a patir AAA [115], [116]. La probabilitat que el bessé
monozigotic d’una persona amb AAA desenvolupi un aneurisma és del 24%
[117]. Sembla que la importancia del rerefons genétic rau principalment en
I'acumulacié de gens susceptibles (principalment aquells que regulen
mediadors inflamatoris, proteases o la biologia de les CMLV), més que no pas
en el fet de tenir una Unica mutacié puntual. Per altra banda, diferents malalties
congenites que afecten el teixit connectiu s'han associat amb la preséncia
d'AAA i toracics. La majoria d'elles presenten una degeneracié de la media que
causa desestructuracio de les fibres elastiques. La Sindrome de Marfan és una
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malaltia autosomica dominant causada per |'alteracié del gen de la Fibrilina |, la
gual s'encarrega d'orientar conformacionalment les fibres d'elastina en
I'elastogénesi [118)]. La majoria d'aguests pacients presenten aneurismes a
l'aorta ascendent i una incidencia d'un 11% de disseccions aortiques. La
Sindrome de Ehler-Danlos és un conjunt d'alteracions genétiques que
provoquen un defecte en la sintesi del col-lagen Il (mutacié al gen del COL3A1)
provocant que la paret de les artéries sigui molt prima i distensible augmentant
el risc que es formin aneurismes o disseccio arterial [119], [120].

S'ha suggerit que la infeccio de la paret vascular per Clamidia o Herpes Virus pot
determinar la formacié de I'AAA. Diferents agents infecciosos tenen un paper
en l'elastolisi, degut a la generacié d'una resposta autoimmune a la paret
vascular. De fet, s'han localitzat diposits de limfocits B i immunoglobulines IgG a
la paret vascular de I'AAA. Lindholt et al. van descriure I'associacié entre la
presencia d'anticossos serics contra C. Pneumonia i I'expansio de I'AAA [121].

Una forma etiologica de dificil classificacié, dona lloc als AAA inflamatoris
descrits per primer cop per Walker l'any 1972 [122]. Es considera que
representen un 4-5% dels AAA i son d'etiologia desconeguda [123], [124], pero
amb caracteristiques clinico-diagnodstiques i enfocament terapeutic diferent
dels aterosclerosos [125]. Es tracta d'aneurismes caracteritzats per un
engruiximent difus de la paret arterial amb una fibrosi extensa que engloba els
teixits adjacents.

Finalment, cal destacar que hi ha cada cop més indicis que fan pensar en els
AAA com una mostra local d’'una malaltia vascular sistemica [126]. De fet, els
pacients amb patologia aneurismatica poden presentar anomalies en altres
punts de la vasculatura [127].

Tot i que la tendéncia a la dilatacid arterial sigui sistemica, aquest fenomen és
més evident a l'aorta [128]. Per la seva situacid, 'aorta abdominal esta
exposada a forces hemodinamiques Uniques. Té a prop la primera gran
ramificacié de l'aorta (I’artéria celiaca), i compren el recorregut des de les
arteries renals fins a bifurcar-se en les illaques. L'ona de pressié sanguinia
augmenta a mesura que es propaga des de la crossa aortica fins a la bifurcacid,
com a consequencia de la disminucié del diametre de I'aorta [129]. Si en aquest
punt ja és normal una lleugera escassetat d’elastina i col-lagen [130], la
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disminucid d’aquests components de MEC associada a |'edat fa que l'aorta
abdominal sigui especialment vulnerable a I'estres mecanic repetitiu [131].

2.2. Formacio de I'AAA

La formacié de I'AAA és un procés fisiopatologic complicat i dinamic, que
culmina en un remodelat irreversible del teixit connectiu [132]. El
desenvolupament de l'aneurisma involucra respostes inflamatories locals que
condueixen a la infiltraci6 de macrofags, neutrofils, mastocits i limfocits.
Aguesta resposta inflamatoria es veu retroalimentada per diverses citocines i
proteases extracel-lulars que, en combinacid, condueixen a |'apoptosi de les
CMLV i la degradacié de la matriu extracel-lular. Aixi doncs, els principals
processos que donen lloc al fenotip de I'AAA son tres: proteolisi, inflamacié i
apoptosi de CMLYV, els quals comporten que la paret arterial pateixi una pérdua
de l'elasticitat i resiliéncia, impedint la recuperacié del diametre arterial normal
després de cada pulsacio.

L’AAA s’inicia amb un procés de degradacid de teixit connectiu, principalment
de fibres d’elastina, per part de MMP i probablement també d’altres enzims,
com la plasmina, les serina elastases i la catepsina [133]—[136]. D’aquesta
manera, la media perd la seva estructura laminar i les seves propietats
elastiques, provocant la dilatacio arterial.

La paret arterial pateix, a més a més, una infiltracid inflamatoria excessiva,
consistent en limfocits T i B i macrofags. Tot i que es desconeix per quin motiu
s’inicia el procés inflamatori, és probable que els péptids solubles derivats de la
degradacié de components de la MEC, incloent-hi I'elastina, la laminina i la
fibronectina, actuin com a agents quimiotactics promovent la infiltracid de
macrofags [137]. Tampoc no esta ben establert com es recluten els leucocits,
perd probablement aquest procés estigui dirigit pels elevats nivells de IL-8,
MCP-1 i RANTES que trobem en I'’AAA [138], [139].

Tanmateix, els teixits aneurismatics produeixen una gran quantitat de
prostaglandina E, (PGE2), TNF-a, IL-1B i IL-6. Tal com mostra la Figura 12,
I'alliberament de la cascada de citocines resulta en I'expressid de molecules
d'adhesié cel-lular i I'expressid i I'activacié de MMP i d’inhibidors tissulars de
MMP (TIMP) aixi com l'alliberament d'espécies reactives d'oxigen que causen la
degradacié de la MEC [138], [140]—[143]. De fet, el TNFa i I'[NFy semblen ser les
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citocines més destacades amb un augment d'expressio més pronunciat en

pacients amb AAA de grans dimensions [144].

_t Lumen
= Intima
I Media
I Adventicia
Macrofags Limfocits Neutrofils Mastocits
® @
= @  Proteasa
Citocinesi TGF-B INF-y IL-1B TGF-B TGF-B
Quimiocines  TNF-a TGF-B TNF-a MCP-1 MCP1 ——— Elastina
IL-6 TNF-a IL-6 IL-6 —.- Fragmentaci6 de
IL-23 IL-1B > Teslastina
IL-6 ®, Citoci .
o Citocines i
it;; g Quimiocines
< Apoptosi CMLV
Proteases MMP-9 Cisteina Elastasa Quimasa MMP-2 .
Depositde
col-lagen
Figura 12. Fisiopatologia de I'AAA. La dilatacié progressiva de la paret aortica esta

associada al reclutament de leucocits, l'activacid de macrofags i la produccié de
citocines proinflamatories Imatge obtinguda de Davis et al. (2014) [145].

L’afebliment de la paret arterial empitjora amb una important reduccié del
contingut de CMLYV, les quals moren per apoptosi [146], [147]. Hi ha consens en
gue l'aorta es dilata a causa de la pérdua de l'elastina perd la paret arterial
s'engrosseix com a resultat d'un procés de reparacié. Aixi doncs, com efecte
compensatori, hi ha una gran deposicio de col-lagen [148], el contingut del qual
augmenta amb la mida de I’AAA [149], [150]. Hi trobem principalment col-lagen
dels tipus | i Ill, essent aquest darrer el principal responsable de les
caracteristiques tensores d’aquesta nova matriu [151], [152]. Tanmateix, aquest
col-lagen no és sintetitzat correctament i és immadur resultant en una artéria
més distensible.
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La desestructuracié de la capa media fa que I'adventicia hagi de suportar unes
forces centrifugues inusuals, a les quals respon generant respostes immunes
inflamatories, fibrotiques i angiogéniques [153], [154], complicant encara més
el desenvolupament de I'aneurisma. S’ha observat una forta correlacio espacial
entre els neocapilars, la degradacio de fibres elastiques i la mida de I'infiltrat de
leucocits a la cara externa de la paret arterial dels AAA [155], zones amb un
elevat risc de ruptura.

Tots aquests canvis provoquen l'augment gradual del diametre aodrtic i de
I'estres hemodinamic, aixi com la transferencia de la forca tensora de la paret
arterial a les fibres de col-lagen [156]-[160]. L'AAA es pot expandir, disseccionar
i fins i tot trencar quan la tensid hemodinamica que actua sobre la paret
vascular és superior a la forca de la paret. Turbuléncies en el flux sanguini
contribueixen al creixement de I'AAA causant lesions a I'endoteli i accelerant la
degeneracié de la paret arterial. La majoria d’aneurismes sén asimptomatics
fins al moment de la ruptura. Estudis experimentals amb models murins d'AAA,
mostren que el tractament de l'artéria amb elastasa condueix a la dilatacié
arterial mentre que el tractament amb col-lagenasa condueix a la ruptura
arterial sense dilatacid [161]. Aixi, Cohen suggereix que la degradacié d'elastina
és un pas clau en el desenvolupament d'aneurismes perd que en Ultima
instancia es requereix la degradacio de col-lagen per a la ruptura de I'AAA. Aixi,
doncs, és molt probable que la ruptura vagi precedida de la degradacid
proteolitica de les fibres de col-lagen [131]. De fet, la zona de ruptura es
caracteritza per tenir una elevada expressid de proteases, aixi com un elevat
nombre de leucocits i neovascularitzacié focal [162], [163]. El risc d’arribar a
aquest punt augmenta paral-lelament amb el diametre aortic [164] encara que,
s'ha descrit que la simulacié d'estres de la paret basada en models especifics
mitjancat dades d'ultrasonografia per cada pacient sembla donar una avaluacid
del risc de ruptura més precis que el diametre de I'AAA per si sol, tanmateix,
aquesta aproximacio encara no s'utilitza en la clinica [165].

En els darrers anys s’esta prestant molta atencid al trombe intraluminal (ILT),
gue trobem en el 75% dels AAA [166]. L'ILT és un neoteixit bioldgicament actiu
format per multiples capes de fibrina coagulada. La cara luminal de I'ILT esta
formada per una capa hematica fresca amb fibres de fibrina, mentre que a la
cara abluminal hi trobem fibrinolisi activa. El gruix d’aquest trombe fa disminuir
la biodisponibilitat d’oxigen a la paret arterial [167], fet que podria estar
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incrementant la bioreactivitat dels macrofags i la seva produccié d’elastasa
[168]. La presencia d’ILT s’ha associat a parets arterials més primes, major
elastolisi, menor densitat de CMLV a la média, i un nivell més elevat de resposta
immune inflamatoria a I'adventicia [167], [169].

Avui dia, I'lnica estratégia que s’aplica per reduir el risc de ruptura és la
intervencid quirudrgica. Degut a I'abséncia d’eines farmacologiques per tractar
I’AAA, la millora del nostre coneixement sobre els mecanismes implicats en la
formacié i la progressid dels AAA és fonamental per tal de desenvolupar
estrategies que previnguin o frenin I'expansié d’aquesta patologia.
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3. MECANISMES DE REGULACIO EPIGENETICA EN LES
MALALTIES CARDIOVASCULARS.

Com en la majoria de les malalties complexes, en les malalties CDV es
produeixen interaccions entre factors genétics i ambientals, en els que
intervenen mecanismes epigenétics. Les interaccions dinamiques del medi
ambient i I'epigenoma determinen I'accessibilitat dels factors de transcripcio als
gens modificant la seva transcripcio i funcié amb importants repercussions en el
repertori de gens expressats a nivell cel-lular [170]. S'han observat patrons
alterats de modificacio epigenética en les patologies CDV, fet que suggereix la
seva implicacid en la regulacié de processos associats a |'aterosclerosi, la
restenosi o I'AAA. Aquestes alteracions es poden corregir farmacologicament ja
qgue els mecanismes de regulacié epigenetics no alteren la composicié de
nucleotids i els canvis en I'estructura de la cromatina son reversibles.

3.1. Mecanismes epigenetics

Entre els factors que regulen el remodelat de la cromatina destaquen els
mecanismes de regulacié basats en I'ARN d'interferéncia, la metilacio de I'ADN i
una varietat de modificacions post-traduccionals de les histones [171] (Fig. 13).

Modificacié d’histones

Figura 13.  Principals
mecanismes de regulacié
epigenétics: Metilacio del

Metilacié del ADN

DNA, Modificacid
| d'histones (acetilacio,
Mecanisme basat en Micro-ARN metilacio, fosforilacio,
Nucli Citoplasma Degradacié ARNm etC.) | miCrO—ARN.
-

) —

Pre-miARN  miRNA madu?‘ Traduccié de ARNm
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3.1.1. Silenciament de gens associat a I'ARN d'interferencia

Els micro ARNs, també anomenats miARNs, sén molécules d'ARN no codificants
d'uns 19-22 nucleotids de longitud que funcionen com a reguladors epigenétics
endogens de l'expressid de gens. Els miARNs es transcriuen com miARNs
primaris o pre-miARNs mitjancant I'ARN polimerasa Il i lll i, posteriorment, sén
processats per les ribonucleases Drosha i Dicer donant lloc a les seves formes
madures. Aguests miARNs madurs s'incorporen al complex de silenciament
induit per ARN (RISC) mitjancant el qual s'uneixen a la regié complementaria 3'-
UTR de I'ARNm induint aixi la seva degradaciod o inhibint la seva traduccio [172].
Els miARN van ser descrits, per primera vegada, I'any 1993 en el nematode C.
Elegans [173] i es troben altament conservats entre espécies, fet que posa en
evidéncia la importancia evolutiva d'aquests moduladors de |'expressio genica.
S'han identificat més de 2500 miRNAs en el genoma huma
(http://www.mirbase.org) i s'ha predit que més d'un 60% dels gens humans
poden estar regulats per miRNAs [174].

3.1.2. Metilaci6 de I'ADN

La metilacio de I'ADN es duu a terme en dinucleotids especifics que es troben al
llarg del genoma on els grups metil s'uneixen a les bases de citosina seguides
per una guanina (CpG). Aquesta modificacio és catalitzada per metil-
transferases (ADN-metiltranferases o DNMT). De fet, un 40-60% dels gens
humans contenen en els seus promotors regions riques en dinucleotids CpG
(més generalment conegudes com "illes CpG") [175] i un 70% de tots els
dinucleotids CpG del genoma es troben metilats [171]. Els dinucleotids CpG
actuen com a llocs de reclutament dels complexes de remodelat de la
cromatina que, al seu torn, provoquen la condensacid de la cromatina i la
inactivacid de gens [176], [177]. A part, la metilacié de I'ADN participa en el
manteniment de I'estabilitat cromosomica [178]. S'han observat canvis en els
patrons de metilacidé associats a les malalties cardiovasculars, la inflamacio,
malalties autoimmunes, infeccions i el cancer [179]-[181].
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3.1.3. Modificacié d'histones

L'ADN eucariotic s'estructura al voltant d'un octamer d'histones (1 tetramer H3-
H4 i 2 dimers H2A-H2B) construint aixi la unitat fonamental de la cromatina, el
nucleosoma. La conformacié de la cromatina canvia rapidament en resposta a
estimuls externs degut que les histones estan sotmeses a una varietat de
modificacions post-traduccionals en els seus residus de les cues N-terminals
gue sobresurten de la fibra de cromatina. Una de les modificacions més
importants és |'acetilacio d'histones [182]. L'acetilacié d'histones neutralitza la
carrega positiva dels residus de lisina trencant I'atraccié electrostatica entre les
histones i el grup fosfat de I'ADN que esta carregat negativament provocant la
relaxacid de la cromatina condensada, permetent aixi, |'accés de factors de
transcripcid i la conseglient activacié genica [183]. El nivell d’acetilacio de les
histones és el resultat de I'equilibri entre I'activitat de les histones acetil
transferases (HATs) i les histones desacetilases (HDACs). En general, les HAT
promouen I'expressié genica mentre que les HDAC la reprimeixen (Fig. 14).

Figura 14. Estructura i remodelacié de
la cromatina per histones
acetiltransferases (HAT) i histones
desacetilases (HDAC). L'acetilacié de
les cues N-terminals de les histones
condueix a la descondensacid de la
cromatina permeten l'accés de la
magquinaria transcripcional.

Histones
acetilades
N

HAT

3.2. Histones desacetilases

La familia de HDAC de mamifers esta composada per 18 membres classificats
en quatre classes segons I'homologia de la seva seqiéncia amb els seus ortolegs
en llevats (Taula 1). Les HDAC de classe | (42-45 kDa) son homologues a les
proteines Rpd3 de llevat i inclouen la HDAC1, HDAC2, HDACS3, i HDACS8. Totes
elles es troben exclusivament localitzades al nucli, excepte la HDAC 3 que
també es troba al citoplasma, i presenten un patrd d'expressid ubiqua. Les
HDAC de classe Il (120-130 kDa) son homologues a les proteines HDA1 de llevat
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i inclouen la HDAC4, HDACS5, HDAC6, HDAC7, HDACY i HDAC10 totes elles
presents tant al nucli com al citoplasma i presenten un patrd d'expressid
especifica depenent del teixit. L'Ultima en caracteritzar-se va ser la HDAC11 que
tot i ser molt similar a les de classe |, no presenta una homologia de seqiencia
suficient i s'ha catalogat com un grup a part, HDAC de classe IV. Les HDAC de
classe I, Il i IV es coneixen com "HDAC classiques" mentre que les HDAC de
classe lll sdbn conegudes com les Sirtuines i estan formades per 7 membres
(SIRT1-7) totes elles homologues al gen Sir2 de llevat [184]. Les HDAC classiques
depenen de I'ié Zn™* com a cofactor, mentre que les Sirtuines necessiten NAD"
per al seu funcionament [185].

Taula 1. Classificacié de les families d'HDAC.

Classe Isoforma Ortoleg llevat Mida Cofactor Local. Expressio Domini catalitic
HDAC1 58 N [ las2aa
HDAC2 59 N ; [ lassaa
0} RPD3 —  ZIn* Ubicua
HDAC3 50 N, C [ a28aa
HDACS a4 N [ J377aa
HDAC4 120 N, C [ 1084 aa
HDACS 130 N, C . | J1122 32
(Ha) HDA1 — ZIn* Especifica
HDAC? 110 N, C | ]952 aa
HDACS 160 N, C [ ] 1011 aa
HDACE 160 N, C ; [ J1215aa
(11b) HDAZ — % Especifica
HDAC10 70 N, € 669 aa
SIRT1 120 N [ | nNap | 1747 aa
SIRT2 as [« [ IEVEN | 389aa
SIRT3 28 M 399 aa
(m) sIRTa  Sir2 35 NAD* ™ Variable [ TN 314 aa
SIRTS 36 (v 310 aa
SIRTE 39 N B nao IRESEE
SIRT7 48 | TSI |4100aa

(V) HDAC11 RPD3/HDA1 39  Zn**

Ubicua (] 347 aa

En els Ultims anys, s'ha acumulat una evidéncia experimental que indica que les
HDACs poden actuar sobre altres substrats a part de les histones, com poden
ser nombrosos factors de transcripcié [186]. Hi ha diversos exemples sobre com
les HDAC poden regular les funcions d'altres proteines no histones com el factor
supressor de tumors p53 [187], alguns membres de la familia STAT [188] o del
factor nuclear kB (NFkB). En el cas de NFkB, la desacetilacié de la subunitat p65
mediada per HDAC3 permet la seva unié a I'ADN i la conseqiient activacid
transcripcional, mentre que la seva acetilacié facilita la unié d'lkBa i la seva
exportacio fora del nucli, inhibint aixi les seves funcions transcripcionals [189]. A
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més, les HDAC també son capaces de regular l'activitat de proteines
citoplasmatiques que no soéon factors de transcripcié. Per exemple, la
desacetilacié de la a-tubulina mediada per HDAC6 regula la motilitat cel-lular
[190]. D'altra banda, s'ha descrit que la Hsp90 (Heat Shock Protein 90) també és
regulada per HDAC6. En una cel-lula normal, la inhibici6 de HDAC6 porta a la
hiperacetilacié de Hsp90, la seva dissociacid de la co-chaperona p23 i la
consequent perdua d'activitat chaperona [191].

La varietat de substrats de les HDACs juntament a la seva diversitat tant en
ndmero, localitzacid subcel-lular i activitat bioldgica, incrementa I'espectre de
respostes biologiques que aquestes proteines poden regular, aixi com el nivell
d'especificitat d'aquesta regulacié [192].

3.3. Inhibidors de les HDAC

En els dltims anys, un gran nombre d'inhibidors de les HDAC (iHDAC) s'han
sintetitzat o bé s'han purificat a partir de productes naturals. Tots ells
inhibeixen ['activitat HDAC tot i que amb diferent eficiencia i selectivitat.
Aquests es classifiquen en 5 classes en base a la seva estructura quimica (Fig.
15):

1) Hidroxamats (Tricostatina A)

2) Benzamides (MS-275)

3) Tetrapeptids ciclics (Aepsipéptid)
4) Acids alifatics

5) Altres sense una classificacid quimica comuna

Més recentment, ha sorgit una nomenclatura que agrupa els iIHDAC en 4 classes
segons el seu espectre d'accid. Segons aquest criteri, els iHDAC es classifiquen
en inhibidors d'ampli espectre o "pan-inhibitors" que inhibeixen els membres
de les 4 classes de HDAC, com la tricostatina-A (TSA) o el Vorinostat (SAHA),
inhibidors de classe | i Il o inhibidors especifics de classe.
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Figura 15. Classificacié dels iHDACs segons I'estructura quimica i I'espectre d'accié.

A nivell fisiopatologic, 'alteracid de I'activitat HDAC s’ha associat a una gran
varietat de processos com el cancer, les malalties neurodegeneratives i els
processos inflamatoris, proliferatius i de remodelat. S’ha avancat molt en el
desenvolupament d’iHDACs, fonamentalment dirigits al bloqueig de HDACs de
classe | i I, compostos que presenten activitats antiinflamatories i
anticancerigenes entre d'altres. Concretament, I'any 2006 la FDA va aprovar el
Vorinostat (Zolinda), un inhibidor de HDACs de classe | i Il per al tractament del
limfoma cutani de cel-lules T [193]. Aixi mateix, altres compostos amb activitat
inhibidora de les HDACs com el butirat i I'acid valproic s'utilitzen ja a la clinica i
s'han iniciat també diferents assajos clinics en qué s'analitza ['activitat
antiinflamatoria o anticancerigena de diferents HDACI, entre ells el MS-275 (o
entinostat) actualment en estudis en fase Il [194]. L'objectiu és aconseguir
dissenyar i sintetitzar iHDAC cada vegada més especifics, capacos d'actuar sobre
un unic tipus d'HDAC, fet que no és facil ja que la gran majoria dels iHDAC
interaccionen amb el domini catalitic de les HDAC el qual es troba altament
conservat [195]. La major part dels iHDAC descrits fins al moment només
afecten a les HDAC de classe | i I, les quals tenen el ié Zn** com a cofactor. Per
tant, també és important dissenyar iHDAC que no afectin a les funcions
biologiques de moltes altres proteines dependents del Zn**
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3.4. Regulacié genica per HDACs en malalties cardiovasculars

Les malalties cardiovasculars com I'AAA o I'aterosclerosi son malalties
complexes degut la gran quantitat de gens involucrats en el seu
desenvolupament. S'ha estudiat molt el paper de les HDACs i els seus inhibidors
en el cancer i malalties neurologiques perd es desconeix en gran mesura quin
paper poden jugar les HDAC en la progressio de les malalties cardiovasculars.
L'estudi recent d'aquests mecanismes ha posat de manifest un nombre
significatiu de modificacions que afecten el desenvolupament i la progressié de
les malalties cardiovasculars. S'ha descrit que les HDACs poden regular diferents
processos del desenvolupament de |'aterosclerosi, la restenosi, la hipertrofia
cardiaca o l'infart de miocardi [196] i que tenen un paper regulador del
remodelat vascular. A més, I'epigenOmica juga un paper important en els
factors de risc com el tabaquisme [197], [198], |a diabetis, la hipertensid [199] o
I'edat [200]. Les HDACs participen en el control de I'homeostasi de les cel-lules
vasculars regulant I'expressié de gens implicats en la proliferacié, migracid,
contractibilitat i apoptosi de les CE i les CMLV (Taula 2) (Revisat a [201]), aixi
com en la inflamacié i la sintesi de MEC.

Taula 2. Regulacié de I'homeostasi de les cel-lules vasculars per HDACs en estudis experimentals.

Tipus cel-lular Proces Estrategia Impacte Interaccié
CE Proliferation Silenciament HDAC7 N/ B-catenina
SIRT1 ™ LKB1
Migracié Silenciament HDAC5 T FGF2
Silenciament HDAC7 J No especificat
Silenciament HDAC9 N No especificat
Silenciament HDAC7 J PDGF-B/PDGFR-BB
Apoptosi Silenciament HDAC3 ™ Akt
Acid valproic ¢ ERK1/2
SIRT1 NE Aktl, FoxO3a
CML Proliferacié TSA N/ P21 WAF1
TSA T Trx1
Migraci6 TSA T Trxl
Apoptosi HDAC1 (indirecte) T IGF1R/p53
activitat HDAC J No especificat
dependent de NAD"
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En aquest context, els iHDAC inhibeixen la resposta proliferativa associada a
I'engruiximent de la neointima, fet que suggereix la eficacia terapeutica
d'aquests compostos en les malalties vasculars de component proliferatiu com
I'aterosclerosi i la restenosi post-stent [202]. En concordanca, encara que
existeixen resultats contradictoris, aquests farmacs redueixen els nivells de
colesterol plasmatic en animals hipercolesterolemics [203], [204], limiten
I'adhesié de monocits a I'endoteli i inhibeixen la produccié de citocines en
macrofags [205], [206]; per tant, els iHDAC atenuarien la resposta inflamatoria a
nivell vascular. A més, aquests inhibidors presenten activitat antitrombotica a
traves d'un mecanisme dual que implicaria el bloqueig de la induccié del factor
tisular a nivell vascular i en monocits, aixi com l'increment en |'expressio del t-
Pa en CE [207], [208].

Es evident, per tant, que els iIHDAC tenen un interés potencial en el tractament
de les malalties cardiovasculars en base a les seves propietats antiproliferatives,
antitrombotiques i antiinflamatories. Tanmateix, es disposa de molt poca
informacio sobre el paper de I'epigenética i la possible utilitat dels iHDAC en el
tractament de I'AAA i la major part s'ha inferit a partir d'estudis epigenetics en
I'aterosclerosi ja que comparteixen bona part dels processos implicats [209]. Un
estudi recent ha posat en evidéncia que I'administracié de Metacept (iHDAC de
Classe I) en Apo E” infosos amb angiotensina Il redueix I'expressié de la MMP-2
i la MMP-9 a la paret vascular i diminueix significativament la incidéncia d'AAA
[210]. Tanmateix, en aquest estudi no es van analitzar els mecanismes
subjacents a l'efecte beneficids del farmac, ni si el benefici és extensible a
d'altres iHDAC. Per tant, queden molts aspectes per determinar respecte el
paper de l'epigenética en I'AAA, i la potencial utilitat de compostos com els
iHDAC per tal de prevenir i/o revertir la desestructuracié de la paret vascular
associada a aquesta patologia.
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4. LA LISIL OXIDASA

4.1. Introduccid

La Lisil Oxidasa (LOX) és una amino oxidasa dependent de coure que catalitza la
reaccio d’oxidacio dels grups amino d’algunes proteines en residus de lisina i
hidroxilisina. Aquesta oxidacié comporta la formacid de grups semialdehid
(peptidil a-aminoadipic-6-semialdehid o alisina), els quals condensen
espontaniament amb residus analegs de la mateixa o d’altres proteines,
generant-hi enllacos covalents creuats [211]. Aquest enzim inicia la formacié
d’enllacos creuats entre col-lagens i elastina a la MEC, augmentant-ne aixi la
forca tensora i la integritat estructural, trets essencials per al bon funcionament
del teixit connectiu.

La LOX és la proteina més estudiada de la seva familia, que en mamifers consta
de quatre isoenzims més: LOX-like (LOXL) 1, LOXL2, LOXL3 i LOXL4. Els cinc
membres de la familia presenten una elevada homologia a I'extrem C-terminal,
on s’hi troba el domini catalitic i difereixen, en major o menor grau, en el
domini N-terminal. El centre actiu responsable de I'activitat catalitica de la LOX
es troba en el domini C-terminal, el qual esta altament conservat entre els
diferents membres de la familia i també entre les LOX de diferents espécies. La
seva activitat requereix la preséncia d'un atom de Cu (ll) al centre actiu
coordinat amb 4 histidines, aixi com un grup lisil tirosil quinona (LTQ). A més del
domini d’unio al coure i dels residus corresponents al cofactor LTQ, la regié C-
terminal de la LOX conté un domini de tipus receptor de citocines (cytokine
receptor like-domain) i un domini de tipus receptor de factor de creixement
(growth factor receptor-like domain) [212], [213] (Fig. 16). Tot i que sembla que
totes elles presenten activitat lisil oxidasa, aquests enzims mostren patrons
d’expressié diferents, de manera que probablement desenvolupin funcions
diverses [214], [215].
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Figura 16. Familia Lisil Oxidasa. La familia Lisil Oxidasa comparteix un domini catalitic
conservat a l'extrem C-terminal que conté un domini d'unié a coure, un cofactor lisil-
tirosina-quinona i un domini tipus citoquina. Aquests dominis son necessaris per la seva
conformacio proteica i l'activitat enzimatica. La LOXL2 i la 4 formen una subfamilia
caracteritzada per la preséncia de dominis receptors scavenger rics en cisteina
mitjancant el qual medien I'adhesio cel-lular i les interaccions proteina-proteina Imatge
obtinguda de Barker et al. (2012) [216].

Recentment, s'ha descrit una segona variant transcripcional de la LOX (LOX-v2)
(GenBanck accessison number NM_001178102). L'ARNm de la variant LOX-v2
no conté I'exo 1 de la LOX, perd conté una seqiéncia adicional de 222 pb de la
regid intronica a 5' de I'exo 2. La proteina resultant conté el domini catalitic C-
terminal conservat pero no conté el propeptid i presenta diferent especificitat
de teixit que la LOX degut a un element regulador present a I'exo 1. Aixi, el gen
huma de la LOX codifica per dues variants, LOX i LOX-v2, ambdues presenten
activitat amina oxidasa pero amb diferent especificitat de teixit [217].

Els substrats més clarament establerts de la LOX sén el col-lagen i I'elastina
[218]. Aquest enzim es troba fortament associat a aquestes molécules de la
MEC, sobre les quals exerceix un paper estabilitzador i insolubilitzant,
participant aixi en la maduracié i manteniment de la MEC [218]. En teixits adults
humans, trobem LOX en abundancia associada a fibres de col-lagen,
principalment a la pell i a I'aorta; en teixits embrionaris, la trobem associada
tant a col-lagen com a elastina [219]. La modificacio de la MEC per la LOX és un
factor critic en el desenvolupament i manteniment del teixit connectiu de
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diversos sistemes de 'organisme, tals com l'ossi, el respiratori i el CDV, pero
també en algunes condicions patologiques [212], [220]. De fet, els ratolins
deficients per aguest enzim moren perinatalment, presenten aortes tortuoses i
fragils, i una elevada frequencia de ruptures diafragmatiques [221], [222].

4.2. Expressio i regulacié de la LOX

La LOX s’expressa en un ampli ventall de cel-lules, entre les quals en destaquen
fibroblasts, CE, CMLV, osteoblasts i condrocits [223]-[225]. A nivell tissular,
trobem una abundant expressid de LOX a |'aorta fetal i adulta, la placenta, la
pell i el pulmd [219], [226]. La LOX juga un paper important durant el
desenvolupament, variant la seva expressido en funcié de I'estadi embrionari
[219], [221], [222], [227]. LU'expressié de LOX disminueix notablement amb
I'edat, contribuint a la perdua d’elasticitat dels teixits propia de I'envelliment.
L’expressio de la LOX també es veu alterada en processos fisiopatologics, com la
cicatritzacié de ferides, la tumorigénesi o la fibrosi. Es obvi, doncs, que la LOX es
troba regulada per una multitud d’efectors, entre els quals hi trobem citocines,
factors de creixement, segons missatgers, ions metal-lics o hormones. La Taula
3 resumeix els efectes dels reguladors de la LOX descrits fins ara.

4.3. Biosintesi de la LOX

La LOX és sintetitzada per diversos tipus cel-lulars; a nivell vascular és produida
per fibroblasts, CMLV i CE. Es sintetitza com a precursor o preproteina
(preprolLOX), la qual conté un peptid senyal de 21 aminoacids a I'extrem amino
terminal [212], [228]. Aquest péptid dirigeix la preproLOX al sistema de reticle
endoplasmic (RE) i, per tant, a la via de secrecid. En el seu transcurs a través del
RE i Golgi, el preproenzim pateix una serie de modificacions fins a donar una
forma cataliticament inactiva de 50 kDa (proLOX): en primer lloc es proteolitza
el peptid senyal, a continuacid es produeix una N-glicosilacié [228], s’incorpora
un atom de Cu (ll) [229] i, finalment, es forma el cofactor LTQ (lisil tirosil
guinona) a través de la unid covalent dels residus de lisina 320 i tirosina 355
(corresponents a la seqiéncia humana) [230]. Finalment el proenzim (proLOX)
es secreta a l'espai extracel-lular [231], [232], on és proteolitzat per les
procol-lagen C-proteinases (PCP) codificades pel gen BMP1 [principalment la
proteina morfogenica 0ssia-1 (BMP-1), i en menor grau la mammalian Tolloid
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(mTLD)], aixi com per les proteinases mammalian tolloid-like mTLL-1 i mTLL-2

[233]. Aquesta proteolisi déna com a resultat la forma madura i cataliticament

activa de 32 kDa (LOX) i el propeptid de 18 kDa (LOX-PP) (Fig. 17) [233]-[235].

Taula 3. Principals reguladors de la LOX i els seus efectes.

Molécula
efectora

IFN-y

bFGF

bFGF i IGF-1

PGE2

TGF-p1

Testosterona
AMPc

PDGF
Angiotensina Il
LDL

TNF-a

Hipoxia
Homocisteina

Fibronectina
cel-lular

Endotelina

Teixit o tipus cel-lular

Rn: CML d’aorta

Mm: Osteoblasts

Rn: Teixits bucals inflamats
Rn: Fibroblasts

Rn: Fibroblasts de pulmo

Hs: Fibroblasts embrionaris de
pulmé

Rn: CML d’aorta
Hs: fibroblasts gingivals

Mm: Cel-lules tipus osteoblast

Bt: CML d’aorta
Hs, Rn: CMLV

Rn: CMLV

CE (Hs, Ss)

Hs: CMLV

Mm: osteoblasts
CE (Hs, Ss, Bt)

Rn: fibroblasts cardiacs

Hs: diversos tipus cel-lulars
Hs: CE

Mm: fibroblasts embrionaris

Gg: CMLV aorta

Efecte

¥ nivells ARNm

V vida mitiana ARNm

¥ nivells ARNm (1-10 nM)

N nivells ARNm (0,01-0,1 nM)
N nivells ARNm

V activitat enzimatica
W nivells ARNm

N nivells ARNm

/N activitat enzimatica

N activitat enzimatica
N nivells ARNm

N nivells ARNm

W nivells ARNm
< activitat enzimatica
Y nivells ARNm

Y nivells ARNm

¥ activitat enzimatica

¥ nivells ARNm (1-5 ng/ml)
N nivells ARNm (10-20 ng/ml)
N nivells ARNm

V activitat enzimatica

/N activacio proteolitica

V' nivells ARNm
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Figura 17. Biosintesi i funcions de la LOX. Representacid esquematica mostrant les
principals etapes en la biosintesi de la LOX, aixi com les principals funcions atribuides a
la LOX cataliticament madura i al seu propéptid. BMP-1, proteina morfogénica oOssia-1;
LOX-PP, propeptid de LOX. Imatge adaptada d’Alcudia et al. (2008) [260].

Si bé la LOX presenta una localitzacid extracel-lular, sorprenentment, se n’han
identificat formes intracel-lulars, tant citosoliques com nuclears [261]. Tot i que
els possibles substrats intracel-lulars de la LOX no estan ben establerts, diversos
estudis indiquen la participacid d’aquest enzim en el control de I'expressid
genica, la motilitat i 'adhesié cel-lulars [214]. A més a més, la LOX participa en
processos d’invasid, transicié d’epiteli a mesénquima (EMT) i senyalitzacid
intracel-lular [255], [262]
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4.4, Activitat catalitica: mecanisme de reaccid

La LOX catalitza la desaminacié oxidativa de residus de lisina i hidroxilisina de les
cadenes de col-lagen i elastina [263]. Aquesta reaccié es dona en quatre passos,
que s’il-lustren a la Fig. 18. En primer lloc es forma una base de Schiff entre la
lisina substrat i el cofactor LTQ (I=>11). D’aquesta manera, el substrat roman unit
a I’enzim fins que una base, probablement una de les histidines del centre actiu,
provoca el desplacament dels electrons del substrat carbanid al cofactor LTQ,
provocant-ne la reduccié (II=111). La hidrolisi de I'amina formada allibera com a
producte I'aldehid derivat de la lisina, que espontaniament reaccionara amb
residus analegs de la mateixa proteina o de proteines veines. Aixi, s’estableixen
enllagos covalents inter- i intra- moleculars entre aquests substrats (Il1=21V). Un
cop alliberat I'aldehid, I'enzim reduit es torna a reoxidar amb O, amb I'ajuda del
Cu (), produint peroxid d’hidrogen i amoni. Aixi es completa el cicle catalitic i
I'enzim, oxidat, torna a ser funcional (IV=>V—=>1) [218], [264]. Els diferents
meétodes que s’utilitzen per determinar I'activitat LOX es basen en la mesura del
peroxid d’hidrogen alliberat en aquesta darrera etapa (Fig. 18).
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Figura 18. Mecanisme de reaccié de la LOX. RNH representa el residu peptidil lisina 314
de la LOX bovina, la lletra B representa una base geneérica, LTQ equival al cofactor lisina
tirosilquinona, i LysAld representa el producte final de la reaccid que s'unira
espontaniament i covalent amb residus analegs. Figura modificada de Smith-Mungo et
al. (1998) i Akagawa et al. (2001) [218], [264].

La LOX pot interactuar amb altres substrats proteics a part del col-lagen i
I'elastina, com a minim in vitro. L'enzim purificat pot oxidar residus peptidil
lisina en proteines globulars basiques amb punts isoelectrics superiors a 8, com
les histones H1 i H2 [265], o fins i tot factors com el bFGF o el PDGFR-B [266]. La
possibilitat d’utilitzar altres proteines com a substrat més enlla de components
de la MEC atorga a la LOX la capacitat de regular multiples processos cel-lulars,
tal i com anirem comentant a continuacio.
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4.5. Altres funcions biologiques de Ila LOX: activitats
intracel-lulars i intranuclears

La LOX madura (32kDa) no només es localitza a I'espai extracel-lular, sind també
a nivell intracel-lular en fibroblasts, condrocits, CMLV i en una gran varietat de
cel-lules no fibroblastiques [261], [267], [268]. L'origen d’aquestes formes
actives intracel-lulars de la LOX és desconegut, tenint en compte que la
maduracio de I’'enzim es realitza a I'espai extracel-lular. S’ha suggerit la captacié
i internalitzacido de la LOX madura des de I'espai extracel-lular, tot i que de
moment se’n desconeix el mecanisme, que, segons Nellaippan et al., seria
independent de 'activitat enzimatica de LOX [269].

La LOX intracel-lular s’associa al control de I'adhesié i migracid cel-lular en
cél-lules canceroses. La LOX pot oxidar residus de lisina del bFGF, inhibint aixi
els seus efectes en la progressio en el cicle cel-lular i en la fosforilacié de MAPK
[266]. Sorprenentment, també s’ha localitzat LOX al nucli [261], [269], on
controlaria I'expressiod génica. S’han observat alteracions en la condensacio de
cromatina dependents de LOX [261], [267]-[270], fet que és coherent amb la
seva capacitat d’utilitzar histones H1 i H2 com a substrat, com a minim in vitro
[271], [272]. De fet, la LOX, mitjancant la seva activitat enzimatica, és capac de
regular 'activitat transcripcional de gens implicats en la sintesi de MEC o en la
progressido tumoral, tals com el col-lagen lll, la B-catenina, la ciclina D1 o
I'elastina [272]—[274] (Revisat a [275]).

Un aspecte destacable de la biologia de la LOX és el fet que el seu propéptid
presenta activitat bioldgica. El LOX-PP s’ha detectat dins el compartiment
cel-lular, fins i tot al nucli [276], [277]. La cel-lula podria internalitzar el
propéeptid sense I'ajuda de cap receptor especific gracies al seu elevat punt
isoeléctric, que és de 12,5 [278], [279]. A més a més, el LOX-PP té un senyal
putatiu de localitzacid nuclear [261], [280] que podria ser el responsable de la
seva translocacio al nucli. La presencia del propéptid al nucli s’ha relacionat
amb la regulacié dels microtdbuls durant el desenvolupament dendritic en
cel-lules de Purkinje [277]. El LOX-PP també sembla jugar un paper important en
processos metastatics, ja que la seva expressid ectopica reverteix el fenotip de
fibroblasts transformats per ras de manera independent de lactivitat lisil
oxidasa [279].
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La sublocalitzacié de la LOX a la cel-lula sembla ser dependent del moment del
cicle cel-lular en que es troba. Aixi, en osteoblasts en proliferacié, el LOX-PP s’ha
associat principalment a Golgi i al reticle endoplasmic, mentre que la LOX
madura s’ha localitzat al nucli i a la regié perinuclear. En canvi, en osteoblasts
en diferenciacio, tant el propéptid com la forma madura de la LOX s’han
localitzat en els microtubuls [276].

4.6. La lox en el desenvolupament

La LOX és essencial per al desenvolupament embrionari en mamifers. La
inactivacid del gen LOX en ratolins provoca la mort perinatal deguda a defectes
greus en la formacié de la pell i dels sistemes CDV i respiratori. A més a més,
aquests ratolins presenten elastolisi generalitzada i una deposicié de col-lagen
anormal en diversos teixits [221], [222], [281]. També en models murins de
desenvolupament embrionari, s’ha observat que el patré d’expressié temporal
de la LOX se superposa amb el dels principals col-lagens (1i IV) i I'elastina [282],
[283]. Aquest fet fa que sigui sorprenent que els principals problemes en el
desenvolupament no apareguin fins als darrers estadis, suggerint un efecte
compensatori per part dels altres isoenzims de la familia [284]. La funcid més
notoria de la LOX durant I'embriogenesi sembla ser el d’atorgar unes propietats
fisiques Optimes a la MEC de diversos teixits [284]. No obstant, la LOX també
sembla exercir un paper clau dirigint els processos cel-lulars propis del
desenvolupament, a jutjar pels treballs publicats durant els darrers anys que
mostren les accions intracel-lulars de la forma madura de la LOX i del seu
propéptid [276].

4.7. Patologies relacionades amb alteracions en I'activitat lox

S’han descrit multiples patologies associades a I'alteracio del patrd d’expressio
de la LOX. La majoria d’aquestes patologies presenten un desequilibri en el
balanc sintesi/degradacié de la MEC. Per exemple, s’han observat nivells elevats
de LOX en fendmens fibrotics a nivell hepatic, miocardic, pulmonar o renal
[285]—-[292]. En la majoria dels casos hi esta implicat el TGF-B1, un factor pro-
fibrotic que estabilitza I'ARNm de la LOX i en facilita la maduracié en
incrementar I'expressié de les PCP [244], [293], [294]. De fet, la inhibicié de
I'activitat de la LOX mitjancant el tractament amb agents quelants del coure o el
seu inhibidor especific (B-aminopropionitril, BAPN), alleuja la fibrosi en dos
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models murins de fibrosi pulmonar [295], [296]. La LOX també esta involucrada
en processos neuro-degeneratius com I'Alzheimer, la deméncia o I'esclerosi
lateral amiotrofica [297]-[299]. La reduccié de I'expressié de la LOX, per altra
banda, s’ha relacionat fortament amb I'emfisema pulmonar [300], [301] i amb
el prolapse pelvic associat a I'edat [302]. En canvi, una induccié de la seva
expressio s'ha relacionat amb la hipertensié pulmonar [303], [304].

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

4.7.1. LOX i cancer

La LOX es va identificar com a supressora de la tumorigenesi induida per ras
[305]. Diversos estudis han observat un descens en I'expressido de la LOX en
linies tumorals de fibrosarcoma, coriocarcinoma, rabdomiosarcoma i
adenocarcinoma, aixi com en carcinomes de colon, esofag, gastric, pancreatic i
prostatic, i en melanomes [220], [306]-[310]. Aixi mateix, la inhibici
experimental de LOX pot promoure la transformacié maligna de fibroblasts en
cultiu [311] aixi com la proliferacid, migracio i invasié cel-lular de cel-lules de
cancer de faringe [312] .

La LOX inhibeix la transformacio induida per ras a través dels seus efectes en la
senyalitzacio intracel-lular [299]. L'expressid de LOX evita 'activacié del factor
de transcripcio NF-kB i fa disminuir els nivells de la proteina antiapoptotica Bcl2
[274], [313], [314]. La inhibicid de la transformacié induida per ras sembla ser
principalment dependent del propéptid, i no de la forma cataliticament activa.
El LOX-PP pot inhibir el fenotip transformat de cel-lules de cancer de mama,
pulmd i pancrees [279], [313], [315]. En céllules de cancer de mama,
I'expressid ectopica del propeéeptid de LOX atenua la senyalitzacidé d’integrines
via FAK i pl130“® (que indueix proliferacié cel-lular) [316]. Cél-lules
d'hepatocarcinoma presenten una disminucié de |'expressid del PP-LOX que
correlaciona amb l'estadi tumoral i la metastasi. EI PP-LOX inhibeix la
proliferacid i la migracio, i promou I'apoptosi cel-lular a través d'un mecanisme
dependent de la via MAPK/ERK [317]. L’activitat lisil oxidasa també pot exercir
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efectes supressors de la proliferacié tumoral: la LOX pot oxidar el bFGF, inhibint
aixi els seus efectes en la progressié del cicle cel-lular i en la fosforilacio de
MAPK [266].

Tot i que el paper de la LOX com a supressora de tumors esta ampliament
acceptat, en els Ultims anys ha generat una certa controversia, ja que també
s’han descrit nivells elevats d’aquesta proteina en linies cel-lulars i en els seus
teixits tumorals corresponents [299], com per exemple en cancer de mama,
cél-lules escamoses de cap i coll, prostata o ronyd [255], [318], [319]. A més,
per a alguns tipus de cancer, I'augment dels nivells de LOX correlacionen en la
clinica amb la metastasi i la progressié tumoral [255], [320], [321].

La LOX promou la migracié i 'adhesié en cel-lules invasives de cancer de mama
a través d’'un mecanisme dependent de la produccié de peroxid d’hidrogen
derivada de la seva activitat catalitica, i mitjancant I'activacido de la via de
senyalitzacié FAK/Src [218, 300]. En linies cel-lulars derivades de cancer de
mama poc invasives, |'expressido exogena de LOX promou |'activacié de Src i
FAK, que al seu torn activen la via de senyalitzacié p130“*/Crk/DOCK180, la
qual, en augmentar I'activitat de Rac i Cdc42 i disminuir I'activitat Rho, promou
el canvi a un fenotip migratori mitjancant la reorganitzacié dels filaments
d’actina [301]. S'ha descrit que la inhibicid de la LOX inhibeix la proliferacid, la
invasid, la migracié i la metastasi en cel-lules de cancer de tiroides anaplasic,
tant in vitro com in vivo, de forma independent de la seva activitat catalitica
[322].

La hipoxia, un fenomen caracteristic del procés tumoral, indueix I'expressié de
LOX en cel-lules tumorals de cancer de mama a través del factor HIF-1. La
induccié de la LOX per hipoxia indueix la motilitat cel-lular via activacié de FAK a
través d’un mecanisme dependent de H,0, i de I'activacié de les integrines B1
[255], [323] aixi com la inhibicid de la B-caderina [324]. De fet, la inhibicié de
LOX en tumors ortotopics comporta una reduccio del grau de metastasi [255].
En concordanca amb aquest paper de la LOX en la progressio tumoral, diversos
estudis demostren que l'activitat LOX, induida per hipoxia a través de HIF-1,
participa en I'EMT [325]—[327]. En els ultims anys s’han realitzat estudis que
mostren que la LOX és essencial en la formacié del ninxol premetastatic en
cel-lules de cancer de mama hipoxiques per un mecanisme dependent de HIF-1.
L'acumulaci6 de LOX i fibronectina en resposta a hipoxia en zones
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premetastatiques promou el reclutament de cél-lules derivades de medul-la
Ossia CD11b+ [328], [329]. Aquestes cél-lules creen I'entorn adequat per a la
subseglient invasié i creixement de cél-lules tumorals [330], [331]. Finalment,
mitjancant la seva activitat catalitica, la LOX pot activar HIF-1 via PI3K-Akt. Per
tant, LOX i HIF-1 actuarien sinérgicament fomentant la formacié de tumors
[332].

S'ha descrit que la terapia anticancerigena (radiacions ionitzants) indueix
I'expressié de la LOX i s'associa a la induccié d'un fenotip migratori de les
cel-lules tumorals irradiades que s'assaocia a metastasi [333].

Oleggini i els seus col-laboradors han demostrat que la LOX, mitjancant I'Us de la
histona H1 com a substrat i la conseglient alteracid en el grau de condensacié
de la cromatina, indueix |'activacié del promotor del virus tumoral mamari del
ratoli (MMTV), un conegut mutagen insercional que causa carcinomes mamaris
[334]. Aquest resultat s’afegeix a la gran quantitat d’estudis que relacionen la
LOX amb el cancer, molts aparentment contradictoris, perd que en definitiva
ens indiguen que el paper de la LOX en la tumorigénesi varia en funcio de la
localitzacié i el tipus cel-lular i de I'estadi de la transformacié maligna, i ens
suggereixen que la LOX podria ser una bona diana terapéutica en el tractament
i la prevencié de les metastasis tumorals [255].

4.7.2. LOX i malalties cardiovasculars

A la paret vascular, la LOX s’expressa en fibroblasts, CE i CML. Es la isoforma
responsable del 80% de |activitat lisil oxidasa a les CML d’aorta [281].
Mitjancant la generacié de ratolins deficients en la LOX, s’ha demostrat que
aquest enzim és clau tant en el desenvolupament com en el manteniment del
sistema CDV. Els animals LOX” moren perinatalment i presenten greus
alteracions a nivell vascular, incloent-hi aortes tortuoses i aneurismatiques. A
nivell microscopic, s’hi observen fibres elastiques fragmentades, discontinuitats
en la capa media i alteracions en la morfologia de les CE, les quals perden la
seva adhesio a la lamina basal [221], [222].
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4.7.2.1. LOX i disfunci6 endotelial

En els ratolins LOX” es perd la integritat de la barrera endotelial [221]. Els
estudis desenvolupats pel nostre grup demostren que, in vitro, la inhibicio de la
LOX augmenta la permeabilitat de CE cultivades en monocapa, permetent
I'intercanvi de macromolécules [335]. Aquests resultats suggereixen que la
desestructuracio de la MEC, com a conseqlencia de |'alteracio de la LOX, afecta
la funcionalitat de la barrera endotelial. De fet, factors desencadenants de
disfuncié endotelial com la hipercolesteroléemia i la hiperhomocisteinemia
disminueixen I"expressid i/o I'activitat enzimatica de LOX en CE en cultiu i/o a la
paret vascular. Aixi, en un model porci d’aterosclerosi primerenca, es va
observar una disminucid dels nivells d’expressié de la LOX després de
I’'administracio de dieta hipercolesterolemica. Els estudis in vitro han demostrat
gue concentracions aterogéniques d’LDL disminueixen tant |'expressié com
I'activitat de LOX en CE a través d’un mecanisme transcripcional [256], [335].
Pel que fa a I'homocisteina (HC), s’ha observat que, a concentracions
patologiques, inhibeix |'activitat lisil oxidasa en CE mitjangant un mecanisme
gue sembla estar Iligat a I'estrés oxidatiu generat pel grup tiol de la HC [256].
Analogament, la citocina proinflamatoria TNF-a, que promou disfuncié
endotelial i aterosclerosi [26], [336], també redueix I'expressio i I'activitat de la
LOX en CE i in vivo a la paret vascular, i ho fa a través d’'un mecanisme
transcripcional dependent de PKC i de proteines geranilgeranilades com RhoA
[253], [337]. Cal destacar que les estatines contraresten I'efecte inhibitori del
TNF-a i de les LDL sobre I'expressid i I'activitat de la LOX en CE [337]. Aquests
farmacs hipolipemiants, ampliament utilitzats en la clinica, milloren la funcid
endotelial com a conseqgliéncia de mecanismes dependents i independents
(pleiotropics) de la reduccié dels nivells del colesterol [314-318]. El tractament
amb estatines també va contrarestar I'increment de la permeabilitat endotelial
induida per les LDL i va normalitzar I'expressié vascular de la LOX en el model
porci d’hipercolesterolémia, fet que suggereix que la regulacid de LOX per
aquests farmacs pot contribuir al seu efecte beneficids a nivell vascular [337].

Per tant, els resultats del nostre grup indiquen que la inhibicié de la LOX podria
estar relacionada amb la disfuncié endotelial desencadenada per factors de risc
aterosclerotic i citocines proinflamatories, implicant aquest enzim en les fases
inicials del procés aterosclerotic [253], [256], [260], [335].
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4.7.2.2. Regulacio de la LOX a les CMLV

L'activitat LOX té propietats quimiotactiques per CMLV i monocits, tot i que
també podria participar en el control de la proliferacié i la migracid de les
primeres [338], [339]. Aixi, diversos factors de creixement i citocines implicats
en processos de restenosi i aterosclerosi tenen la capacitat d’induir la LOX en
CMLV. Per exemple, el TGF-B1 n’incrementa I'expressid i I'activitat. Per altra
banda, el PDGF, un potent agent mitogen que promou l'engruiximent de la
neointima en models d’angioplastia [340], incrementa I'expressié de la LOX en
CMLV [249]. De fet, la LOX oxida el seu receptor, el PDGFR-B, millorant aixi la
sensibilitat de les cél-lules a agents quimioatraients [341]. El factor estimulant
de colonies de granulocits i macrofags (GM-CSF), també implicat en el
remodelat vascular, indueix I'activitat lisil oxidasa en augmentar I'expressié de
la LOX i de la BMP-1 en CMLV [342]. Finalment, la generacid de peroxid
d’hidrogen com a subproducte de [Iactivitat LOX promou la formacio
d’adhesions focals i de fibres d’estrées en CMLV, promovent la resposta
guimiotactica [339]. La LOX, per tant, podria induir la deposicié de MEC
afavorint I'engruiximent de la neointima associat a la progressid de la placa
aterosclerotica i la restenosi [343], [344].

4.7.2.3. Paper de la LOX en linici, la progressi6 i I'estabilitat de la placa
aterosclerotica

Si bé no existeixen estudis que analitzin en detall el paper de la LOX en
I'aterosclerosi, si que s’ha analitzat en profunditat la seva capacitat de controlar
processos clau en la biologia de les cel-lules vasculars (com ara la proliferacio, la
migracié cel-lulars o la sintesi de matriu extracel-lular), els quals participen en
I'inici, la progressio i I'estabilitat de la lesié. Els estudis realitzats pel nostre grup
en el model porci d’hipercolesterolémia indiquen que durant els primers estadis
del procés aterosclerotic es produeix una disminucié de I'expressié de la LOX,
fet que s’observa en les aortes de porcs sotmesos a dieta hipercolesterolemica
[335], [345].

En canvi, s’"ha descrit un increment de LOX en models d’aterosclerosi avancada
en plaques estables i fibrotiques [343], [344]. Per altra banda, la induccid de
LOX per hipoxia en CE recolza la seva implicacié en els processos d’angiogenesi
propis de les lesions avancades. Pel que fa al possible paper de la LOX en el
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control de I'estabilitat de la placa, s’ha proposat que un defecte en |'activitat
LOX podria afeblir I'estructura de la MEC i augmentar-ne el risc de ruptura
[236]. En aquest sentit, I'lFN-y, una citocina proinflamatoria associada a
processos de degradacié de la MEC i de remodelat vascular, que es troba
augmentat tant en aneurismes com en plaques aterosclerotiques que han patit
processos de ruptura [346], redueix els nivells de LOX en CMLV i és un
important regulador negatiu de la biosintesi de col-lagen [236]. Aquests
mecanismes poden explicar la seva contribucié a I'aneurisma i la inestabilitzacié
de la lesid.

Un estudi recent, ha associat nivells elevats d'expressido de la LOX amb un
fenotip més estable de les plaques aterosclerotiques. De fet, en la poblacié
estudiada, els nivells d'ARNm de LOX en plaques carotidies predien el risc d'un
futur infart de miocardi [347].

Finalment, cal destacar que estudis en ratolins deficients en ApoE'/' i IL-6, que
presenten una alteracid del patrd lipidic amb increments en colesterol total i
LDL, mostren una disminucio dels nivells d’ARNm de LOX a nivell aortic, una
reduccié del contingut de col-lagen i un increment en |'activitat MMP-9, fets
gue contribuirien a la la desestructuracié de la MEC i a la inestabilitzacid de la
lesio [348].

En resum, aquests estudis suggereixen que la regulacid de I'expressio de LOX
podria contribuir a I'inici, la progressid i la inestabilitzacié de la lesid.

4.7.2.4. Paper de la LOX en la restenosi

Tal i com s’ha indicat en el punt 6.7.2.2, la LOX participa en el control de la
migracid i la proliferacié de CMLV, fendmens clau en el procés de restenosi. Per
tant, es podria especular amb la participacid de la LOX en aquest procés,
sobretot si tenim en compte que el TGF-B1 i el PDGF, inductors de I'expressio
de LOX en CMLV, son factors fonamentals en el procés de restenosi [349],
[350].

Nuthakki et al. (2004) mostren, en un model de restenosi induida per bald en
carotida de rata, que la induccié de la LOX precedeix I'acumulacié maxima de
col-lagen i el moment de major creixement de la neointima, i conclouen que el
paper de la LOX en el desenvolupament de processos restenodtics sembla ser
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dependent del temps o de I'etapa de la lesid [344]. Tanmateix, a la bibliografia
trobem resultats contradictoris. Mentre que en un estudi previ d'angioplastia
en conills, la inhibicié de la LOX no afectava la reduccié de la llum del vas per
angioplastia [351], més recentment, s'ha descrit que aquesta mateixa estrategia
limita la restenosi en el mateix model animal [352].

4.7.2.5. Paper de la LOX en I'aneurisma i la dissecci6 arterial

Diversos estudis han suggerit que una reduccid en I'expressido de LOX podria
estar involucrada en la formacié d’aneurismes. Per una banda, s’han observat
nivells baixos d’expressid o d’activitat LOX en models animals d’aneurismes
[159], [353], [354]. En un model d’aneurisma cerebral en rata, es va observar
que el tractament amb PB-aminopropionitril (BAPN) provocava una major
formacié d’aneurismes [354]. L'administracié d'angiotensina Il en ratolins ApoE
/’, susceptibles al desenvolupament d'aterosclerosi, indueix la formacio d'AAA a
diferéncia de ratolins C57BL6/J. En canvi, s'ha descrit que la coadministracié
d'angiotensina i BAPN indueix un 50% d'AAA en ratolins C57BL6/) [355].
Tanmateix, s’ha descrit que la sobre-expressié local de LOX en els ratolins
tractats amb clorur calcic normalitza el diametre aortic i evita la formacié
d’AAA. De fet, en aquest model, la sobre-expressié de LOX redueix la resposta
inflamatoria vascular, disminuint la secrecié de MCP-1, la infiltracié de
macrofags i I'activacid de JNK, fet que contribueix a una menor progressié de
I’AAA [356].

Analogament, la reduccié de la LOX s’ha relacionat amb una peéerdua d’elasticitat
vascular i amb fenomens de calcificacid, un procés que s’associa a una major
progressido de I'AAA [357]. La possible alteracid en I'estructura de la MEC
associada a la reduccié de LOX s’ha implicat també en un cas de disseccio
espontania d’artéria coronaria [358].

Tots aquests resultats evidencien la importancia de la LOX en la funcionalitat del
sistema CDV i posen de manifest la necessitat de realitzar nous estudis que
aprofundeixin en el paper d’aquest enzim sobre el desenvolupament de
patologies CDV.
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5. LAFIBULINA S

5.1. Introduccid

La Fibulina-5 (FBLN5, UP50, EVEC, DANCE) és una glicoproteina de MEC
essencial per a la formacié i manteniment de les fibres elastiques [359]—[363].
L'interés per la FBLN5 va sorgir el 1999, quan dos grups d’investigacio, de
manera independent, la van identificar com una proteina expressada a la
vasculatura durant el desenvolupament embrionari aixi com en diverses
situacions patologiques. Inicialment la van anomenar EVEC (Embryonic Vascular
EGF-like repeat-containing protein) [360] i DANCE (Developmental Arteries and
Neural Crest EGF-like protein)[364]. Tanmateix, poc temps després es va
identificar com el cinque membre de la familia de les fibulines.

En mamifers, la familia de les fibulines consta de 7 glicoproteines diferents que
se secreten i s’associen a membranes basals, fibres elastiques i altres
components de MEC [365]. La familia es defineix per la preséncia de dos
moduls estructurals: el domini lll, a I'extrem C-terminal, amb un modul de tipus
fibulina especific de les fibulines i les fibrilines; el domini Il, amb diverses
repeticions en tandem de moduls epidermal growth factorlike (EGF-like); i el
domini |, en posicid amino-terminal, que és variable. La majoria dels moduls
EGF-like contenen una seqlencia consens d'unid a calci, que s'anomenen
moduls epidermal growth factor—like d’unio a calci (cbEGF) (Fig. 19).

Les glicoproteines de la MEC poden tenir un pes molecular relativament gran,
com les laminines, la fibronectina o I'elastina, o bé més petit, les quals, més que
un paper estructural, tenen la funcié de modular el comportament i funcions
cel-lulars. Les fibulines, que formen part d’aquest segon subgrup, reuneixen i
estabilitzen estructures de la MEC durant els processos d’organogeénesi,
vasculogénesi, fibrogénesi i tumorigénesi [366]. Es tracta de proteines multi-
funcionals degut a la seva capacitat d’interaccionar i unir-se a d’altres proteines
de la MEC, i en el cas concret de la FBLN5, també a integrines de superficie
cel-lular. Aixi doncs, a més de donar suport a components de la MEC, les
fibulines actuen com a mediadores de la comunicacié intercel-lular i cel-lula-
matriu [367].
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Figura 19. Representacié esquematica de la familia de les fibulines. Els set membres de la
familia presenten una disposicid modular similar, dividida en tres dominis: I, Il i lll. El
domini I, a I'extrem N-terminal, és variable, tant pel que fa a la llargada com als motius.
El domini Il, al centre, consta de motius EGF-like. El domini Ill, a I'extrem C-terminal,
conté un modul de tipus fibulina. Les fibulines es classifiquen en dos subgrups segons el
domini I: la classe I, que inclou les fibulines llargues (fibulina-1, -2 i -6) i la classe Il, amb
les fibulines curtes (fibulina-3, -4, -5 i -7). La fibulina-5 conté una sequéncia RGD
evolutivament conservada, mentre que la seqiéncia RGD a la fibulina-2 no esta
conservada entre espécies. Els parentesis indiquen els sinonims de les corresponents
fibulines. Figura adaptada de Yanagisawa et al. (2009) [348].

5.2. Propietats fisico-quimiques i estructurals

La FBLN5, en mamifers, té un pes molecular teoric d’'uns 50 kDa. Tanmateix,
pateix un conjunt de glicosilacions als microsomes donant lloc a una proteina de
64-66 kDa [360]. Forma part de la classe Il de les fibulines, les denominades
“curtes” (Fig. 19). lgual que la resta de fibulines, la FBLN5 té un péptid senyal
per a la via de secrecid i diverses repeticions en tandem de moduls cbEGF-like.
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5.2.1. Els motius EGF-like

El modul EGF-like és un motiu molt freqlent en proteines dirigides a vies de
secrecio i esta present en moltes proteines de MEC, com les fibrilines 1i 2 o el
nidogen. També el trobem en reguladors de la coagulacié sanguinia com la
trombomodulina, en el receptor d’LDL (LDLR), en les proteines d’unié al TGF-B
latent (LTBP), o en les proteines involucrades en diferenciacié cel-lular Notch,
Delta i Serrate [368].

Els moduls cbEGF son un subgrup del motiu EGF-like que contenen una
segliencia d’aminoacids particular que els permet unir-se al calci. Repeticions
en tandem de dominis cbEGF formen estructures helicoidals allargades de tipus
vara que s’estabilitzen amb ponts disulfur i s’ordenen seguint un patro
caracteristic, conferint integritat estructural a les proteines [368]. Les fibulines-
3, -4 i -5 contenen sis dominis cbEGF; el primer conté una insercid rica en
prolines, i el sisé és un domini divergent amb vuit cisteines. La FBLN5, pero, és
I"4nic membre de la familia que conté un domini conservat RGD. Aquest es
troba ubicat al primer domini cbEGF (Fig. 19).

5.2.2. El motiu RGD

El motiu RGD és una seqléncia d’arginina-glicina-aspartic (RGD) evolutivament
conservada i present en la majoria de llocs de reconeixement a integrines
(a5B1, allbB3, i totes les integrines avB) [369]. Les proteines de MEC amb
motius RGD transmeten senyals de I'entorn cel-lular a les cél-lules mitjancant la
unié a integrines, activant vies de senyalitzacid que promouen canvis en el
citoesquelet o en l'expressid de proteines reguladores de matriu [370]. La
preséncia d’un domini RGD en la FBLNS5 la diferencia de la resta de fibulines i li
confereix unes propietats Uniques que li permeten actuar com a nexe entre les
cél-lules i les proteines estructurals de la MEC [361]. Estudis d'interaccié directa
entre proteines revelaren que la FBLN5 només era capag d'unir-se a la integrina
avB3 després de la seva reduccié i alquilacié que desemmascara i exposa la
seqliéencia RGD a la superficie de la proteina.
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5.3. Patré d’expressio

La FBLN5S és una proteina d’expressié forca ubiqua. A nivell vascular s’expressa
en CE, CMLV i fibroblasts [360], [364]. Durant I'embriogénesi, s’expressa
abundantment en les regions d’EMT durant el desenvolupament de les artéries
(sobretot les de gran calibre), al coixi endocardic, a la cresta neural i al teixit
mesenquimal [367]. En adults, els nivells d’expressié baixen drasticament,
excepte a I"Gter, que manté una angiogénesi ciclica. Tot i aix0o, també trobem
FBLNS en els teixits adults, principalment en els que son rics en fibres elastiques
com les grans artéries, el cor, el pulmd, la pell o el colon; i també a I'ovari, el
ronyd, el pancrees i els testicles. Els nivells d’expressié en vasos adults poden
augmentar significativament en resposta a dany vascular o en |'aterosclerosi
[360], [364].

5.4. Interaccions moleculars

La FBLN5 és una molecula multifuncional que pot exercir diversos efectes
segons el context. Aquesta versatilitat es deu, en gran part, a la multiplicitat
dels seus Iligands, que es resumeix a la Taula 4 (Revisat a [371]). Aixi, segons les
interaccions moleculars de la FBLN5 amb altres components de la matriu, la
FBLNS regula processos diversos com I'elastogénesi (Figura 20), 'angiogenesi o
I'adhesio i proliferacié cel-lulars.

Taula 4. Interaccions moleculars de la FBLNS5.

Interaccié amb Lloc(s) d'unié a FBLN5 Funci6 cel-lular i/o biologica
FBLNS ND Desconeguda

Tropoelastina cbEGF Elastogenesi

LOXL1 Domini C-terminal Elastogénesi

LOXL2, 4 Modul de tipus fibulina Elastogenesi

Emilina-1 ND Elastogenesi

LTBP-2 6° cbEGF Elastogénesi

Fibrilina-1 N- i C-terminal Elastogenesi

SOD3 Domini C-terminal Modulacio de I'estreés oxidatiu
a5B1, a4l RGD Adhesi6 cel-lular

Antagonisme de la
senyalitzacio per fibronectina

avB3, avp5 RGD Adhesio cel-lular
a9p1 ND Adhesio cel-lular
Lipoproteina(a) Domini C-terminal Desconeguda

ND, no determinat.
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s
— — tropoelastin (Choudhury et al, 2009)
——————— = tropoelastin (Zneng et al. 2007)
fibrillin-1 (Freeman et al. 2005)
— fibrillin-1 matrix (Zheng et al. 2007)
= fibrillin-1 (Choudhury et al. 2009)
LOXL-1 (Liu et al. 2004)
———  LOXL-1,2, 4 (Hirai et al. 2007b)
—_— LTBP-2 (Hirai et al. 2007a)
——  LTBP-4 (Massam-Wu et al. 2010)
fibulin-4 (Choudhury et al. 2009)

- Motiu tipus cbEGF Motiu tipus cbEGF
I Péptid senyal S mbinsercis (divergent amb 8-Cys)

Motiu tipus cbEGF Modul Fibulina
— P s

Figura 20. Presentacié esquematica de la Fibulina-5 i les seves interaccions en la formacié
de les fibres elastiques. Les linies blaves indiquen el domini d’interaccié determinat per
assajos d'unié en fase solida, Biacore, o Co-IP. La linia que abasta la seqliencia sencera
indica que el domini d'unid no s'ha determinat. Imatge obtinguda de Yanagisawa et al.
(2014) [372].

Des de la seva identificacid el 1999 fins a I'actualitat, s’"han pogut caracteritzar
alguns dels factors implicats en la regulacid de la FBLN5 (Taula 5) (Revisat a
[371]), i també s'han pogut establir les funcions cel-lulars que duu a terme. Tot i
aix0, queden molts aspectes per caracteritzar de la biologia de la FBLNS. De fet,
gran part de les respostes vehiculades per la FBLN5 depenen del context i del
tipus cel-lular (Taula 6) (Revisat a [371]). Aixi, segons el tipus cel-lular, els canvis
fenotipics promoguts per la FBLN5 poden ser fins i tot oposats. Els mecanismes
implicats en aquest comportament diferencial de la FBLN5 sén desconeguts.

Taula 5. Reguladors de la FBLNS.

Estimul Tipus cel-lular Efecte

TGF-B1 Fibroblasts N expressio FBLN5S
CE

Myc Fibroblasts V expressio FBLNS

IL-1B Fibroblasts \ expressio FBLN5S

Tropoelastina Fibroblasts N expressio FBLN5

Dany pulmonar Fibroblasts N expressio FBLN5S

VEGF CE V expressio FBLNS

Dany vascular CMLV N expressio FBLN5S

Aterosclerosi CE
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Taula 6. Efectes especifics de context de la FBLNS.

CE ™ Adhesio
V Proliferacio
Y Invasio

¥ Ramificacié angiogénica (sprouting)

N Expressio TIMP-1i 3

\ Expressiéo MMP-2 i 3

M Expressié TSP-1 > \ activitat MMP-9
CMLV N Adhesio

V Proliferacio

Cel-lules epitelials V Proliferacio

Cél-lules epitelials de cancer A Activitat MMP-2
de mama M Activitat MMP-9

Cél-lules de cancer de pulmo ¥ Expressio MMP-7

Fibroblasts N Proliferacié
Fibrosarcoma N Proliferacié

N Migracio

N Invasio
Ceél-lules d’estroma vaginal ¥ Activitat MMP-9

L'elastina és la responsable de les propietats elastiques d’extensibilitat i
resiliencia de la MEC d’una gran varietat de teixits, com els vasos sanguinis de
gran calibre, el parénquima pulmonar, la pell o els lligaments elastics. La seva
forma monomerica, la tropoelastina, s’acobla per formar les fibres elastiques
seguint un procés complex i ordenat que coneixem com a elastogenesi. En
I'elastogénesi sén necessaries multiples interaccions entre proteines regulades
en el temps i I'espai (Revisat a [373], [374]). En els darrers anys s’han publicat
nombrosos estudis que intenten aclarir com ocorre aquest procés. Tots
coincideixen que per a assolir una matriu elastica funcional, cal que la
tropoelastina interaccioni amb altres proteines de matriu, incloent-hi fibrilines i
fibulines. Els darrers models proposats atorguen un paper essencial a la FBLNS5,
aixi com la fibulina-4, la LOX , la LOXL1 i les LTBPs. La FBLN5 té una estructura
modular que pot interaccionar amb diverses molecules durant cada etapa del
procés (Fig. 20) [372].

La participacié de la FBLN5 en l'elastogénesi es va suggerir el 2002 quan, de

manera simultania, els dos grups d’investigacié que van descriure la FBLN5S el
1999 van publicar dos treballs practicament idéntics en els quals, mitjancant
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I"Gs de ratolins deficients per al gen de la FBLN5, mostraven que aquesta
proteina jugava un paper essencial en I'organitzacié de les fibres elastiques. El
fenotip dels ratolins Fbin5” indica un desenvolupament defectuds d’aquestes
fibres [361], [363]. A nivell vascular, aquests animals presenten aortes tortuoses
i fragils i una major ramificacio vascular a nivell sistémic. Un estudi més recent
mostra que, a la dermis d’aquests animals, I'elastina és immadura, amb un
nivell molt baix d’enllacos i que forma globuls desvinculats de les microfibrilles
[359].

La tropoelastina, després de ser secretada per les cel-lules elastogéniques que
la sintetitzen (fibroblasts dérmics, CMLV i cel-lules alveolars pulmonars),
s’agrega amb altres molecules de tropoelastina, passant de ser una molécula
soluble a formar agregats insolubles per un procés anomenat coacervacié [375],
[376]. Aquests agregats maduren fusionant-se entre ells i donant lloc a agregats
més grans [377], els quals s'ordenen prenent com a motllo les microfibrilles,
formades principalment per fibrilina-1 i -2. La FBLN5 interacciona amb
fragments N-terminal de la fibrilina-1 i co-localitza amb les microfribrilles [378],
[379] potenciant la interaccid entre la tropoelastina i la fribrilina-1 i actuant
com una proteina adaptadora per formar l'estructura terciaria de les fibres
elastiques [380]. Finalment, aquestes s’estabilitzen mitjancant ['activitat
enzimatica de LOX i LOXL1 [226], [381]-[383].

Inicialment es va pensar que la FBLN5 dirigia la correcta organitzacié de les
fibres d’elastina en unir-se simultaniament a tropoelastina, integrines i fibrilina-
1 [361], [378]—-[380], [384], [385] (Fig. 20). No obstant aix0, estudis més recents
mostren que la interaccié entre tropoelastina i FBLN5 no és necessaria per a la
co-localitzacié d’elastina i microfibrilles [359], i que la unid de la FBLN5 a
integrines via RGD tampoc no és necessaria per a la formacié de les fibres
elastiques [386]. En canvi, la FBLN5 sembla indispensable per a la correcta
integracio de I'elastina als feixos de microfibrilles [359] (Fig. 22).

Si bé la FBLN5 facilita la coacervacio de tropoelastina in vitro (igual que la fibrilina-
1) disminuint la temperatura de coacervacié [387]-[389], també s’ha observat
gue alenteix el procés de maduracié mitjancant la inhibicié de 'ensamblatge i el
creixement aberrant dels agregats coacervats [377] (Fig. 22). De manera que la
FBLNS (i també la FBLN4) controlaria el tamany dels agregats de tropoelastina
impedint que es fessin massa grossos, permetent aixi una col-locacio correcta a
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les microfibrilles (Fig. 21)[374]. En aquest sentit, s'ha descrit que I'oxidacié de la
tropoelastina facilita la coacervacio pero disminueix la unié a la FBLNS resultant
en la formacidé d'agregats d'elastina [390].

A coacervacio enllagos creuats i deposicio organitzacio

A & 4& ‘
)
B V- localitzacid/activacio 1 conglomerats d'elastina
coacervacio incontrolada de proteines LOX desorganitzats

N T8
* &%?B R - .

A® Fibulines-4i5 By Proteines LOX < Tropoelastina

Fibrilla de fibronectina W Microfibrilles

Figura 21. Model d’elastogenesi proposat per Yanagisawa et al. (2010). A) Procés normal
de formacié de les fibres elastiques, comprenent els passos de coacervacid, enllagos
creuats, deposicié i organitzacio. Les fibulines-4 i -5 regulen el procés de coacervacio a
la periferia de les cel-lules elastogéniques, amb la presencia de formes inactives de les
proteines LOX. Les fibrilles de fibronectina ancorades a les cél-lules serveixen de motllo
per a I'assemblatge de microfibrilles, les quals serveixen de motllo per a la deposicié de
tropoelastina (TE). Les fibulines potencien I'activacié proteolitica de les proteines LOX,
les quals inicien els enllacos creuats entre agregats de tropoelastina. Un cop
polimeritzada I'elastina, és probable que les fibulines romanguin a la periferia de les
fibres elastiques. B) Situacié hipotetica sense fibulines-4 ni -5. Els processos de
coacervacié i maduracié no estan regulats, dificultant els enllagos creuats entre
coacervats de TE. Els complexes LOX/LOXL1-TE no es poden incorporar correctament a
les microfibrilles, i les proteines LOX no s’activen proteoliticament. El resultat sén
nombrosos agregats de TE i una reduccié de fibres elastiques madures. Figura adaptada
de Yanagisawa et al. (2010) [374].

91



INTRODUCCIO

Finalment, els monomers d’elastina han d’establir enllagos entre ells per tal de
formar els polimers d’elastina, procés que inicien els enzims LOX i LOXL. Tot i
gue el paper que juga la FBLN5 en aquest punt encara no s’ha aclarit en la seva
totalitat, sembla que facilitaria la formacié d’enllagos creuats entre molecules
de tropoelastina [362]. Per una banda, s’ha observat que la FBLNS interacciona
amb LOXL1, LOXL2 i LOXL4; i que es localitza amb LOXL1 especificament en les
zones d’ensamblatge de fibres elastiques [388], [391] (Fig. 22). Segons aix0, s’ha
postulat que la FBLNS5, en unir-se tant a la tropoelastina com a la LOXL1, estaria
controlant espacialment la polimeritzacié d’elastina [388], [391]. No obstant
aix0, per altra banda, s’ha observat que la LOXL1 es posiciona en les fibres en
formacié mitjancant el seu propéptid (tot i que es desconeix per quin
mecanisme), i que aquesta localitzacié és independent de FBLN5 [359], [392].
Tot i aix0, sembla que la FBLN5 regula I'activitat lisil oxidasa, ja sigui
directament o indirecta, ja que en la seva absencia, el proenzim de LOXL1 no es
proteolitza i per tant, és inactiu [359].

S'ha descrit també la interaccié de la FBLN5 amb altres molécules com les
proteines d'unié al TGF-B latents facilitant la deposicid de l'elastina a les
microfibrilles. El silenciament de LTBP4 i LTBP1 aboleix la correcta deposicio de
I'elastina i la FBLNS i la LTBP-2 competeix amb la tropoelastina per unir-se a la
FBLNS esdevenint un regulador negatiu de |'elastogenesi [393], [394].

Fibres elastiques

e
—) Nucli d’elastina

l Secrecié de tropoelastina

. . Coacervacio
Motlle de microfibrilles Maduracié

Fibrillina-1  Fibrillina-2  Fibronectina
LOXLOXLI\L
Entrecreuament
LTBP4 LTBP2 \L

Deposicié a les microfibrilles <————— Ensamblatge
Figura 22. Funcions de la FBLNS durant I'elastogénesi. Les fibres elastiques estan
dividides en el nucli d'elastina (blau) i el motlle de microfibrilles (vermell). Cada etapa
de l'elastogénesi es mostra a la dreta i les interaccions moleculars entre la FBLN5S i els
diferents components de les fibres elastiques i les funcions potencials de la FBLN5 es
mostren amb fletxes (verd= interaccid/activacio; vermell= inhibicid). Imatge obtinguda
de Yanagisawa et al. (2014) [372].
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La FBLN5, doncs, és una proteina indispensable per a la correcta formacio de les
fibres elastiques, un procés complex finament regulat per un gran nombre de
proteines de MEC. De fet, sembla que la sintesi de FBLN5 podria estar induida,
directament o indirecta, per la tropoelastina en les cel-lules elastogeniques, tal i
com apunten Tsuruga et al. (2004) [395].

A part de ser indispensable en la formacio de les fibres elastiques, la FBLN5 té la
capacitat de regular la funcionalitat de les cél-lules en funcié del context i del
tipus cel-lular.

La FBLN5 promou l'adhesié de CE i CMLV al substrat mitjancant la seva unié
simultania a integrines (com a4f1, avPB3, avB5 o a9B1) i a components de la
MEC. En aquestes cel-lules, la FBLNS5 inhibeix la proliferacio i la migracio, mentre
gue en fibroblasts i cel-lules de fibrosarcoma indueix aquests dos Ultims
processos. Sorprenentment, en cel-lules epitelials, la FBLN5 té propietats
antiproliferatives, tot i activar vies de senyalitzacid similars a les que activa en
fibroblasts [361], [384], [396]. En CE, la FBLN5 promou I'adhesié mitjancant el
seu domini RGD, en unir-se a integrines avBp3, avPp5 i a9B1 [341, 344]. En
models experimentals, s’ha observat que, si bé la FBLN5 no afecta 'adhesio de
CE en condicions estatiques, si que incrementa I'adhesié d’aquestes cél-lules a
superficies artificials en condicions d’estres de cisalla [397].

La FBLN5 regula I'adhesido de CMLV a través de les integrines o581 i a4p1.
L'adhesié a la FBLN5 no comporta la formacio de fibres d’estres ni d’adhesions
focals, a diferencia de les CMLV que creixen en fibronectina, la qual també
s'uneix a les mateixes integrines. De fet, en preséncia de FBLN5 es bloqueja
I'activacié de la integrina B1 per fibronectina, atorgant a la FBLN5 un clar paper
antiproliferatiu en CMLV i indicant que, si més no en CMLV, la FBLNS5 actuaria
com un antagonista d’integrines [384], [398]. En concordanca amb aquestes
observacions, cultius de CMLV provinents de ratolins deficients per a la FBLN5
presenten unes taxes de proliferacié i migracido més elevades que les de ratolins
silvestres en resposta al PDGF-BB [398], [399].
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L'angiogenesi és el procés pel qual es formen nous capil-lars a partir de vasos
pre-existents. En adults sans, només trobem aquest fenomen en el cicle
reproductiu femeni i en la cicatritzacié. No obstant aix0, 'angiogénesi també
participa en patologies com |'aterosclerosi o el cancer.

Aguest complex procés esta finament regulat, jugant-hi un paper clau el control
de la sintesi/degradacié de MEC. De fet, s’inicia amb un procés de degradacio
de MEC per tal d’assolir una matriu que permeti la proliferacio, migracié i
morfogenesi de les CE. El remodelat de la MEC també allibera factors
bioldgicament actius segrestats per la matriu i essencials en el procés de la
vasculogénesi. Finalment, la matriu torna a acoblar-se i els contactes entre
cel-lula i MEC es restableixen per tal d’estabilitzar els nous vasos acabats de
formar [400], [401].

Els ratolins deficients per a la FBLN5 presenten una major ramificacio a nivell
vascular i dermic [361], [363], [402]. La MEC d’aquests animals és més
permissiva a |'angiogenesi, segons un model d’invasid fibrovascular amb
esponges subcutanies [403]. In vitro, les CE en procés de tubulogenesi
presenten una menor expressié de FBLN5. A més a més, la FBLN5 inhibeix la
ramificacié angiogenica en CE, aixi com la proliferacid i invasid d’aquestes
cél-lules en matrius artificials (Matrigel) [404]. La FBLNS, doncs, es presenta
com una molecula anti-angiogenica. Alguns estudis suggereixen que aquesta
activitat anti-angiogenica seria, si més no en part, responsable del paper de la
FBLN5 com a supressora de tumors [405].

Sembla que la FBLN5 exerceix aquests efectes anti-angiogénics regulant
I'expressid de factors pro- i anti-angiogénics per part de les CE i antagonitzant la
resposta d’aquestes cél-lules al VEGF. Aixi, en CE, la FBLN5 indueix I'expressid
dels inhibidors de MMP TIMP-1i -3 i redueix I'expressio de les MMP-2 i -3 [404].
Tanmateix, la FBLN5 i el factor pro-angiogenic VEGF es contraresten
mutuament. En CE, el VEGF inhibeix I'expressié de FBLNS induida per TGF-f1
[406], mentre que la FBLNS redueix la resposta de les CE al VEGF, alhora que
n‘augmenta l'expressio de trombospondina-1, un factor anti-angiogenic [404].
La trombospondina-1 inhibeix I'activacio de MMP-9, de manera que en ser
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induida per la FBLN5, estaria promovent la finalitzacié del procés angiogenic
[407], [408].

Les conseqléncies d'una “alteracié” en els nivells de FBLN5 s’observen
naturalment en I'envelliment, de forma que, en humans, la dermis presenta una
disminucio dels nivells de FBLN5 associada a I'edat [409]. S’ha observat que la
FBLNS pot ser fragmentada especificament per una serina proteasa, alliberant
un fragment amino-terminal que conté el domini RGD, de manera que la
proteina truncada perd la capacitat d’unir-se a microfibrilles o integrines. En la
pell de ratolins, la quantitat de FBLN5 truncada augmenta amb I'edat, mentre
gue la de FBLN5S integra disminueix. Per tant, la proteolisi de la FBLN5 podria
estar involucrada en la perdua d’elasticitat de la pell propia de |‘edat [388]. A
nivell patoldgic, els ratolins deficients per a la FBLN5 ens donen una bona idea
de com pot afectar la manca d’aquesta proteina. Tal i com ja hem anat
comentant, aquests ratolins tenen les fibres elastiques totalment
desorganitzades, fet que els provoca pell laxa, vasos sanguinis tortuosos i molt
ramificats, emfisema pulmonar i prolapse genital; i de fet, s’han descrit
associacions entre aquestes patologies i la FBLN5 en humans [361], [363], [371],
[410]. Tanmateix, mutacions en el gen de la FBLN5 poden donar lloc a formes
alterades d’aquesta proteina o a una reduccié dels seus nivells, ocasionant
patologies com la sindrome de cutis laxa o la degeneracid macular [411]-[414].

La majoria de metastasis humanes (ronyd, mama, ovari, prostata, pulmé i
colon) presenten nivells baixos o nuls de FBLN5 [406], [415]. La péerdua de
FBLNS en tumors pot ser fruit de factors que n’inhibeixen I'expressio, com Myc
(el producte del proto-oncogen c-Myc) o el VEGF [416], [417]. S’han publicat
nombrosos estudis que mostren que la FBLN5 pot actuar com a supressora de
tumors. La FBLN5 pot frenar el creixement tumoral de cel-lules epitelials en
controlar la ramificacié angiogenica, la proliferacid i la migracié cel-lulars, i tot
aixd amb un efecte apoptotic minim [404]-[406], [418]. La FBLNS dificulta la
creacido d’'una MEC propicia a la proliferacid i migracié cel-lulars en inhibir
metal-loproteases de matriu com la MMP-7 i la MMP-9 en cél-lules de cancer de
pulmé i fetge [415], [419], [420]. La FBLNS senvyalitza aquests efectes mitjancant
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la seva unid a integrines via RGD actuant com un lligand enddgen competitiu
(Revisat a [372]).

Malgrat aquests estudis, també s’ha suggerit que la FBLN5 pot augmentar la
tumorigenesi: en fibroblasts i en cél-lules epitelials, la FBLN5 exerceix un efecte
sinérgic amb el TGF-B1, augmentant-ne les respostes de creixement, motilitat i
invasié cel-lulars, i induint 'EMT [406], [421]-[423]. S'ha descrit que I'expressid
de la FBLN5 correlaciona amb la metastasi i un mal pronostic en diversos tipus
de cancer [423]-[425].

En definitiva, el paper de la FBLN5 en el cancer encara és una mica confus i, tal i
com succeeix amb altres processos regulats per la FBLN5, varia en funcio del
context i del tipus cel-lular.

Ja hem comentat ampliament la importancia que té la FBLN5 en el
desenvolupament i manteniment dels vasos sanguinis i en I'homeostasi de les
cel-lules vasculars. Les anomalies vasculars observades en els ratolins Fbin5”
(aortes tortuoses, disteses, fragils i sense capacitat de resiliencia,
malformacions en I'arbre vascular, vasos excessivament ramificats i pressio
arterial elevada) suggereixen la importancia d’aquesta proteina en el control del
remodelat vascular [361], [363]. De fet, recentment s'ha descrit que la
deficiencia de FBLNS provoca que les grans artéries, que mitjangant les fibres
elastiqgues emmagatzemen energia durant la sistole per utilitzar-la a la diastole,
presenten una distensibilitat arterial reduida que provoca hipertensié i una
reduccié en la funcié cardiaca [426]-[428].

Tal i com hem comentat anteriorment, I'expressié de la FBLN5 en vasos adults
és molt baixa, excepte en |'Uter i en aquells punts que, per guestions
hemodinamiques, son més propensos a patir lesions aterosclerotiques, com per
exemple els punts de ramificacié intercostal de I'aorta toracica [429], [430].
Mitjancant I'Us de models animals susceptibles al desenvolupament
d’aterosclerosi (models murins LDLR” i LDLR'/'/Tg:apoB+/+) i models d’induccié
de lesio per bald en arteria carotida i aorta de rata, s’ha pogut observar que
I'expressié de la FBLNS s’activa fortament en les lesions vasculars. La FBLN5S
també s’indueix en la vasculatura pulmonar sotmesa a hiperdxia. Aquests
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increments dels nivells de la FBLN5S es produeixen, pero, en els darrers estadis
de remodelat de MEC, coincidint amb I'aturada de la proliferacié de CMLV
[360], [364], [431]. Resultats previs del nostre grup descriuen que la FBLNS
també s'indueix per hipoxia en CE i que aguesta promou la seva supervivencia
[432]. En concordanga amb aquestes observacions, els ratolins deficients per a
la FBLNS sotmesos a lligadura de carotida desenvolupen un remodelat vascular
exagerat comparat amb els animals normals [398]. Per tant, tenint en compte
aquests resultats, i que la FBLN5 té la capacitat d’inhibir la proliferacio i la
migracié de CE i CMLV, tot indica que la seva reactivacié en els darrers estadis
de les lesions vasculars contraresta la proliferacido de CMLV, donant a la FBLN5
un paper resolutiu i protector en aquestes lesions.

Tanmateix, la FBLN5 podria estar modulant I'estat redox a la paret vascular a
través de la seva unidé a la superoxid dismutasa extracel-lular (SOD3), la qual
regula els nivells de I'id superoxid (O,). Els ratolins deficients per a la FBLN5
mostren nivells més elevats de O, a 'aorta respecte als ratolins silvestres, aixi
com nivells superiors de SOD3 circulants. Aquests resultats suggereixen que, en
absencia de FBLNS5, la SOD3 no queda retinguda a la paret arterial, fet que
explicaria l'increment de O, al teixit vascular[433]. Finalment, en models
animals d’aterosclerosi i de lesid arterial per balé s’ha observat un fort
increment de SOD3 i FBLN5 a la paret vascular [360], [364], [434], fet que
podria interpretar-se com un efecte compensatori o reparador de la lesio. El
control dels nivells de ROS per la FBLN5 es produiria a través d’un mecanisme
dependent de les integrines B1 [435].

La FBLN5, tal i com hem vist, és una proteina multifuncional implicada en
multiples aspectes de I'homeostasi vascular i intimament relacionada amb la
LOX. Tot i que des del seu descobriment s’ha avancat molt en el seu
coneixement, el paper de la FBLN5 en el control de la funcionalitat vascular no
s’ha caracteritzat en profunditat.
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6. ELS FACTORS DE TRANSCRIPCIO SOX
6.1. Introduccid

Els factors de transcripcié de la familia SOX [sex-determining region Y (Sry)
related High Mobility Grup (HMG) box] es caracteritzen per la presencia d'un
domini d'unié a I'ADN amb una elevada homologia de seqliéncia amb el grup
HMG identificat originalment al gen Sry. La familia de proteines SOX funcionen
com a reguladors transcripcionals activant o reprimint la transcripcié de gens de
forma especifica de teixit. Aquests participen en diferents processos biologics,
especialment en la diferenciacié de diversos llinatges cel-lulars durant el
desenvolupament embrionari. El processos més destacats en que aquests gens
estan involucrats sén la determinacidé del sexe, la neurogenesi, el
desenvolupament de la cresta neural, I'esqueletogenesi i I'nematopoesi (Revisat
en [436]).

En humans, s'han descrit 20 gens d'aquesta familia que es troben dividits en 8
grups (A-H) d'acord amb la seva analisi filogenetica (Taula 7). Tots ells
presenten, com a minim, un 50% d'identitat amb la seqtencia d'aminoacids del
domini HMG del gen Sry amb un motiu de 9 aminoacids comu (RPMNAFMVW)
[437]. A més, el membres d'un mateix subgrup comparteixen similituds
estructurals importants fora d'aquest domini que alberguen dominis funcionals
comuns de dimeritzacid, transactivacié o transrepressio (Figura 23). En funcio
de la presencia d'aguests dominis, les diferents proteines SOX, llevat del grup D,
poden actuar com a activadors o repressors de la transcripcio.

Taula 7. Familia de gens SOX

Subgrup Integrants

SOXA SRY

SOXB1 SOX1, SOX2, SOX3
SOXB2 SOX14, SOX21

SOXC SOX4, SOX11, SOX12
SOXD SOX5, SOX6, SOX13
SOXE SOX8, SOX9, SOX10
SOXF SOX7, SOX17, SOX18
SOXG SOX15

SOXH SOX30
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A sy [N ] 30522 [ Domini d’unié a ’ADN

== Domini d’activaci¢ transcripcional
B1  Soxz .

= Yo [l Domini de repressié transcripcional
B2 Sox14 | ETIIIIN 240 aa ==Homologia del grup B
Domini de dimeritzacié
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== Domini super-enrotllat
¢ Soxit 395 aa
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H Sox30 | S i | 782 aa

Figura 23. Classificacié i estructura de les proteines SOX. Dominis estructurals de les
proteines SOX de ratoli. Es mostra una proteina SOX representativa de cada sub-grup de
la familia SOX Imatge obtinguda de Kamachi et al. (2013) [438].

6.2. El domini HMG: unié a I'ADN

Totes les proteines SOX s'uneixen a I'ADN especificament a la seqgléncia
consens hexamerica 5'-(A/T)(A/T)CAA(A/T)-3" a través del seu domini HMG. Els
nucleotids adjacents a aquesta seqliéncia consens varien entre les diferents
proteines SOX determinant |'especificitat per cada membre de la familia. [439].

En funcid del context, la unié del factor SOX al promotor d'un gen diana
requereix la interaccid amb altres proteines, determinant aixi I'especificitat de
teixit. Les proteines SOX poden formar dimers entre proteines SOX (homo o
heterodimers) o amb altres factors com 1'Oct3/4, el factor esteroidogenic 1
(SF1) o 6EF3 [440].
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El domini HMG, d'aproximadament uns 80 aminoacids, es troba format per tres
helix-a disposades en forma d'L i una cadena B-N-terminal amb un nucli
hidrofobic [441]. En comparacié amb la majoria de dominis d'unié al DNA, que
interaccionen amb el solc major de la doble helix de I'ADN, el domini HMG
interacciona amb el solc menor provocant un canvi conformacional de la
moléecula d'ADN caracteristic de les proteines SOX (Figura 24) amb una
curvatura de la doble helix en un angle que varia entre 30° i 130°, en funcié de
les condicions de I'estudi, i amb la conseglient ampliacié del solc menor [442],
[443].

Figura 24. Domini HMG de SOX9. Modelat 3D de la prediccié estructural del domini
HMG del factor de transcripcié SOX9.

6.3. SOX9

SOX9, juntament amb els factors SOX8 i SOX10, pertany al subgrup de la familia
SOX E. Els tres components del subgrup estan estructuralment relacionats per
la preséncia de tres dominis conservats: un domini d'auto-dimeritzacié situat a
I'extrem N-terminal del domini HMG, i dos dominis de transactivacid, un en
posicido central i l'altre a I'extrem C-terminal. La presencia del domini de
dimeritzacio i la consequent formacié de complexos entre proteines SOX té
implicacions funcionals ja que regula |'especificitat de les respostes mediades
per SOX9. Per exemple, la homodimeritzacié de SOX9 és necessaria per a
I'activacio dels gens diana durant la condrogenesi pero, en canvi, no ho és
durant la determinacio del sexe. El domini de transactivacio situat a C-terminal
és ric en prolina, glutamina i serina i, és necessari per a l'activacié dels gens
diana. Tanmateix, la funcionalitat del domini de transactivacié central s'ha
descrit només per a SOX8 i SOX10.
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6.3.1. Patro d'expressio

SOX9 s'expressa en multiples teixits durant el desenvolupament aixi com a
I'edat adulta. En el ratoli, durant el desenvolupament del cartilag, SOX9
s'expressa durant la condensacio de les cel-lules osteo-condroprogenitores i en
els condrocits en proliferacié i diferenciacié i és inhibit ens els condrocits
hipertrofics [444], [445]. Durant la determinacié del sexe en vertebrats, SOX9
s'expressa en les cel-lules mesenquimals diferenciades a la cresta genital. La
seva expressié es troba fortament induida en les gonades masculines mentre
que és inhibida en les femenines. De fet, SOX9 s'expressa a les cel-lules pre-
Sertoli del testicle en desenvolupament i, la seva expressid, es manté en les
cél-lules de Sertoli del testicle adult [446], [447]. SOX9 també s'expressa en el
desenvolupament de multiples organs de ratoli [445]. D'acord amb aquests
resultats, en humans, s'ha comprovat que SOX9 també s'expressa en el
desenvolupament de les gdnades masculines humanes [448], i en el cartilag
fetal [449] i adult [450], aixi com en una varietat de teixits entre els quals
destaquen el cervell, l'intesti, la prostata i el ronyd entre d'altres.

El seu patrd d'expressid espai-temporal esta controlat per una regié genomica
de més de 2 Mb que conté diversos elements de regulacid conservats que
determinen l'especificitat del teixit [451]. S'han descrit diversos factors que
modulen la seva expressid com el TGFB, que la indueix, o les citocines
proinflamatories TNFa i IL1B que la inhibeixen [452]-[454].

6.3.2. Paper fisiopatologic i gens diana

SOX9 és un gen crucial en la condrogenesi i la determinacié testicular [445],
[447]. De fet, mutacions heterozigotiques en el gen de SOX9 huma causen la
sindrome semi-letal de malformacio esquelética displasia campomelica (CD)
que, generalment, s'associa amb una inversiod del sexe d'home a dona i altres
defectes en les estructures derivades de cartilag [449].

Estudis funcionals amb ratoli han descrit que SOX9 regula diverses funcions
essencials en la formacié del cartilag i la determinacié del sexe mitjancant la
regulacio de diverses funcions cel-lulars com la proliferacié, diferenciacio i
I'apoptosi. Pel que fa a la condrogenesi, SOX9 regula la formacié de
condensacions de cél-lules mesenquimals i la diferenciacid dels condrocits
[455], [456] i, en la determinacié del sexe, controla la formacid del cordd
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testicular i la diferenciacid de les cél-lules de Sertoli [457], [458]. A més, s'ha
descrit que participa en el control de diversos aspectes importants durant el
desenvolupament i diferenciacié de les cel-lules glials, el cabell, el cor, I'epiteli
intestinal, els melanocits, les cel-lules de la cresta neural, el notocordi, el
pancrees, la prostata, 'esfinter piloric i la retina (Revisat a [459]. No obstant
aix0, la funcié de SOX9 en altres organs és més redundant i possiblement pot
ser compensada per altres membres de la familia SOX, especialment pels
membres del mateix subgrup E, SOX8 i SOX10, que s'expressen de manera
similar [460], [461].

S'han identificat diversos gens diana de SOX9 in vitro entre els quals destaquen
diversos gens de MEC com els col-lagens tipus 2, 9, 11 i 27 (Col2al, Col9al,
Coll1a2 i Col27al), l'agreca (Agcl), la matrillina-1 (Matn-1) i la proteina
oligomerica de cartilag (Comp), aixi com gens relacionats amb la determinacio
testicular com I'hormona anti-mulleiran (AMH) o el SF-1, entre d'altres.
Tanmateix, molts no han estat validats en estudis in vivo. Fins al moment, els
més ben caracteritzats son els col-lagens Col2al [462]-[464] i Col11a2 [465],
[466], i I'AMH [467], [468]. A banda de la seva funci® com a activador
transcripcional, s'ha descrit que SOX9 també es pot unir a les regions
promotores de C/EBPB i C/EBPS amb la finalitat de suprimir la seva transcripcio
i evitar la diferenciacié d'adipocits [469]. El nombre de nous gens diana
candidats és probable que vagi creixent tenint en compte les multiples funcions
de SOX9 en una gran varietat d'organs i sistemes.

En resum, SOX9 coordina l'equilibri entre el manteniment de les cel-lules
progenitores i la seva diferenciacio a diferents tipus de cellules més
especialitzades. Aquesta funcid reguladora suggereix que una expressio
anormal de SOX9 podria ser un factor determinant en desenvolupament de
diferents patologies com la fibrosi o el cancer [470]. De fet, s'ha descrit una
expressid aberrant de SOX9 en diversos tipus de cancer, tot i que, es desconeix
si es tracta d'una relacié causal [471]. A nivell vascular es disposa de molt poca
informacid. SOX9 juga un paper important en el desenvolupament de les
valvules aodrtiques i en la regulacid de la calcificacié vascular mitjancant el
control de la diferenciacio de les CMLV. Tanmateix, hi ha resultats discordants
en models experimentals i no s'ha demostrat un increment de SOX9 en lesions
calcificades humanes. El control de l'expressid de SOX9 és essencial per al
manteniment de la funcié contractil de les CMLV i la prevencid de la seva
reprogramacio promovent la integritat de la paret vascular [472]-[474].
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La LOX i la FBLN5 sén dues proteines de MEC essencials en la formacié i
manteniment de les fibres elastiques. Ambdues participen en processos
fisiopatologics caracteritzats per I'alteracié de I'equilibri sintesi/destruccié de la
MEC i, en relacié al sistema cardiovascular, han estat involucrades en el
remodelat vascular, un procés critic en les malalties com lI'aterosclerosi, la
reestenosi coronaria o I'aneurisma d'aorta abdominal. En resposta a una lesio,
el remodelat vascular engloba una reorganitzacid de la MEC que fomenta
I'activitat migratoria i proliferativa de les CMLV. De fet, anormalitats en les
propietats biomecaniques de la matriu determinen canvis de fenotip i
comportament de les CMLV.

Tot i que gairebé no hi ha estudis, més enlla dels realitzats pel nostre grup, que
abordin la implicacié de la LOX en el desenvolupament d'aterosclerosi, s’ha
suggerit que la modificacié del patrd d’expressio de la LOX pot estar involucrat
en la progressio de la lesid aterosclerotica. Més enlla de la contribucié de la LOX
en el manteniment de les propietats tensores i elastiques del teixit connectiu,
estudis recents han descobert noves funcions biologiques d'aguest enzim en el
control de l'expressid genica i en la regulacid de la proliferacid, migracio,
adhesio i transformacidé cel-lular. El paper de la LOX en el control de la funcié de
les CMLV i la seva contribucié a la formacié de neointima encara no és prou clar
i fins al moment, no s’han desenvolupat estrategies especifiques viables que
incloguin models animals modificats geneticament dirigits a establir el paper de
la LOX en la progressid i estabilitat de la placa aterosclerotica. La generacio d’un
model de ratoli transgenic que sobre-expressa LOX especificament a CML de la
paret vascular, juntament amb |'estudi del model de lligadura d’arteria carotida,
seria de gran ajuda a I"hora d’abordar la caracteritzacié del paper de la LOX en
la formacié de neointima .

A nivell vascular, la FBLN5 contribueix al manteniment de la integritat dels vasos
sanguinis adults, després d'una lesié vascular, evitant un remodelat vascular
anormal. De fet, els ratolins knock-out per la FBLNS5 presenten diverses
anomalies vasculars com aortes tortuoses, disteses, fragils i sense capacitat de
resiliéencia, vasos excessivament ramificats i pressié arterial elevada. El
remodelat destructiu de la paret arterial és un procés clau en el
desenvolupament de [I'AAA. Fins al moment, no es disposa d’eines
farmacologiques que limitin la progressié o promoguin la regressio dels AAA ja
establerts. El desenvolupament de noves estrategies terapeutiques per a
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aquesta patologia és un repte que requereix la caracteritzacié dels mecanismes
bioldgics responsables de la dilatacié progressiva i la ruptura final de la paret
vascular. Gran part de les estratégies terapéeutiques per a aquesta patologia
s'han centrat en limitar I'elastolisi exacerbada i la degradacid del teixit
connectiu. Degut al fet que I'estabilitzacié de I'elastina podria ser una estrategia
efectiva en la limitacid de la progressido de I'AAA, preservar I'expressid de la
FBLNS5 podria protegir la paret arterial de la degeneracid vascular inherent a
aquesta patologia.

En base a aquests antecedents, ens hem plantejat com a hipotesi de treball que
les proteines de MEC, LOX i FBLN5 sén proteines clau en el control de
I'nomeostasi vascular i contribueixen al desenvolupament de patologies
vasculars com la restenosi i I'AAA a través de la regulacio del remodelat vascular
i que, per tant, poden constituir noves dianes farmacologiques per a aguestes
malalties.

En aquest context, ens hem proposat els seglients objectius:
1- Generar un animal transgenic que sobre-expressi la LOX en CML com a eina
per a determinar el paper d'aquest enzim en el desenvolupament de malalties

cardiovasculars.

2- Avaluar el paper de la LOX en el remodelat vascular induit per la lligadura de
I'arteria carotida.

3- Caracteritzar el patrdé d'expressid de la FBLN5 en I'AAA huma i establir els
mecanismes implicats en la seva regulacié per estimuls inflamatoris en CMLV.
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1- OBTENCIO DE MOSTRES DE PACIENTS

Es van recollir mostres de paret abdominal d’aorta aneurismatica de pacients
amb AAA amb elevat risc de ruptura (diametre de l'aorta > 5-5,5 cm)
diagnosticats i intervinguts al Servei de Cirurgia Vascular de I'Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau per cirurgia oberta convencional. Com a controls, es van
recollir mostres d’aorta no aneurismatica provinents de donants d’organs,
gracies a la col-laboracié del Servei de Trasplantaments del mateix hospital.
Tant els pacients com els familiars dels donants van signar un document de
consentiment informat autoritzant I'is de les bidopsies o necropsies amb
finalitats cientifiques. Les mostres es van preservar immediatament per al seu
processat posterior per tal d'obtenir RNA i proteina o realitzar estudis
immunohistogquimics.

2- EXPERIMENTACIO ANIMAL

2.1. Manipulacié i supervisié dels animals

Els ratolins de la soca C57BL6/J es van mantenir en cicles de 12 h llum / 12 h
foscor a una temperatura de 21 + 1 °C. Els ratolins s’alimentaren ad libitum amb
una dieta comercial estandard (2014C Teklad Global 14% Protein Rodent
Maintenance Diet, Harlan lberica SL). La manipulacid i sacrifici dels animals es va
realitzar segons les directrius establertes per '’American Physiological Society
for Animal Research. Tots els procediments experimentals han estat aprovats
pel Comité d’Etica del Centre d'Investigacié Cardiovascular, tal i com s’estipula a
la llei 5/1995 del 21 de juny aprovada per la Generalitat de Catalunya.

El benestar dels animals es va supervisar sota els seglients parametres
estandarditzats:

A. Perdua de pes
0) Pesnormal.
1)  Menor del 10%.
2) Entreun 10iun 15%.
3) Consistent o rapida, superior a un 20% mantinguda durant 72 h.
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B. Aspecte fisic
0) Normal.
1) Deshidratacio, aprimament. Canvis en el color de la pell.
2)  Pel “no brillant” o “despentinat”. Pal-lidesa. Cianosi.
3)  Encorbament. Pérdua de massa muscular (emaciacio).

C. Manifestacions cliniques

0) Cap.

1) Hipotermia.

2)  Secrecions mucoses i/o sanguinolentes per qualsevol orifici. Diarrea.

3) Distensié abdominal. Volum de liquid ascitic superior al 10% del pes corporal inicial.

Respiracié dificultosa (particularment si va acompanyada de descarrega nasal i/o
cianosi).

D. Alteracions en la conducta
0) Cap.

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

N

)
) Ferides que no cicatritzen.
) Ferides ulceroses que fins i tot poden supurar.

w

Si es dona la circumstancia que hi hagi més d’un parametre amb un valor de 3, automaticament
tots els 3 passaran a 4. La puntuacio obtinguda s’interpreta tal i com s’indica a continuacié:
=  DeOa5 punts: Normalitat.
=  De 6a 10 punts: Possible existencia de dolor o angoixa. Cal plantejar-se I'Us d’analgésia.
= De 11 a 15 punts: Utilitzacio obligatoria d’analgesia. Cal plantejar-se el sacrifici de
I'animal.
=  De 16 a 20 punts: sacrifici obligatori de I'animal.

Tots els animals van obtenir puntuacions inferiors a 5. No obstant aix0, en les
primeres hores de recuperacié de la intervencié de lligadura de carotida,
s’administraren dosis de record d’atipamezol en casos d"hipotérmia perllongada
o de dificultats de moviment (veure Metodologia 2.7.)
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2.2. Generacié d'un model de ratoli transgénic que sobre-
expressa la LOX humana en CML

Es va generar un ratoli transgenic dissenyat per dirigir I'expressié del transgen
especificament a CML. El procediment va ser el seglient:

2.2.1. Construccié del transgen

La construccio utilitzada per a crear els ratolins transgenics es va generar a
partir del plasmidi pCAGGS. El promotor del pCAGGS, actiu en practicament tots
els tipus cel-lulars de mamifers, es va substituir per la regié proximal del
promotor del gen SM22a de ratoli, que s’expressa abundantment en cel-lules
musculars llises [475], [476]. El promotor es va amplificar per PCR a partir del
plasmidi pXP1 (cedit generosament pel Dr. E. Olson, del Department of
Molecular Biology, University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, EE.
UU.), mitjancant els segiients oligonucleotids:

Oligonucleotids per amplificar el promotor de SM22 a Diana

Sentit 5-GTCGACATGTTCTGCCACGCACTTGG-3’ Sall
Antisentit 5-CTCGAGGCTTGGTCGTTTGTGGACT-3' Xhol
Les dianes de restriccio es mostren subratllades.

Els 1734 pb corresponents al promotor del pCAGGS es van eliminar per digestié
enzimatica (Sall-Xhol) i es van substituir pel promotor de la SM22a (653 pb)
mitjancant lligacié enzimatica, obtenint el plasmidi pCAGGS-SM22a. L’ADNc de
la LOX humana es va obtenir per digestid (EcoRl) del plasmidi pBlueScript-LOX
(cedit generosament pel Dr. Maki, Universitat d’Oulu, Finlandia). Finalment, el
plasmidi pCAGGS-Sm22a es va digerir per EcoRl i s’hi va clonar ’ADNc de la
LOX, obtenint la construccié pCAGGS-Sm22a-hLOX (Fig. 25).

El plasmidi pCAGGS-Sm220-hLOX es va linealitzar amb Sall i Hindlll (Fig. X).

L’ADN es va aillar per electroforesi en gel d’agarosa i es va purificar amb el Gel
extraction Kit de Qiagen.
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Promotor CuaPoli A
Sm22a ADNc LOX humana B-globina
653 pb 230 pb 1254 pb 273 pb 546 pb
N ——— 417aa —— )
Sall Xhol EcoRI EcoRl Hindlll
500 bp

Figura 25. Esquema de la construccié a microinjectar per obtenir el transgén. En groc
s'indiquen les regions no traduides. La seqiéncia de Poli(A), inclosa en el vector
pCAGGS, correspon al gen de la B-globina de conill.

2.2.2. Generaci6 dels ratolins transgenics TgLOX

La generacié d’animals fundadors portadors del transgen la va dur a terme
I'equip del Dr. Jesus Osada (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y
Celular, Facultad de Veterinaria, Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud,
Universidad de Zaragoza) tal i com es descriu a continuacio:

L’ADN previament digerit i purificat es va microinjectar en el pronucli d’un zigot
fertilitzat provinent d’'una femella de la soca Balb/c. Amb aquesta técnica, el
transgen es pot integrar aleatoriament (tant pel que fa al lloc d’insercié com al
nombre de copies) al genoma del ratoli. Els embrions microinjectats viables es
transferiren a I'oviducte de varies femelles pseudo-gestants, i aixi s’obtingué
una descendéncia de la qual es seleccionaren els animals fundadors, és a dir,
aquells que tenien el transgen incorporat al seu genoma. Aixi, a les 3 setmanes
de vida, els ratolins es van genotipar a partir d'un petit fragment de cua (veure
apartat 2.2.4.), i es van identificar 4 fundadors. Ja a I'estabulari del Centre
d'Investigacio Cardiovascular, els fundadors es van creuar amb ratolins de la
soca C57BL/6J (Charles River) fins a 10 generacions per tal d’obtenir animals
transgénics amb un fons geneétic C57BL/6J d'una puresa >99,9%. D’aquesta
manera es va aconseguir establir 2 families (a i b), a partir de 2 dels 4
fundadors. Els ratolins es van criar en condicions controlades i en una
atmosfera lliure de patogens especifics (SPF, Specific Pathogen Free). Cal
constatar que els ratolins transgénics per a la LOX humana (TgLOX) no
presenten cap diferéncia fenotipica evident amb els seus germans no
transgenics.
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2.2.3. Creuament, cria i identificacio dels ratolins

Els ratolins TgLOX es van creuar a partir dels 2 mesos d’edat. Els ratolins
transgenics hibrids, preferiblement mascles, es van creuar amb ratolins de la
soca C57BL/6J durant 2 setmanes. Passat aquest temps, els mascles es retiraren
i les femelles es van deixar soles a les gabies amb pinso especial per a la cria,
meés ric i més tou (2019 Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet, Harlan
Iberica SL). Les cries es van deixar fins a 3 setmanes amb les mares, moment en
gué es van separar en gabies diferents segons el sexe. Les mares van tenir un
periode de descans minim de 2 setmanes abans de tornar-se a creuar. Les cries
es mantingueren amb pinso de cria, fins a les 7 setmanes aproximadament,
moment en qué van passar a consumir la dieta estandard (2014 Teklad Global
14% Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan lberica SL). A les 6-7 setmanes
d’edat, els ratolins es van marcar perforant-los les orelles per tal d’identificar-
los. El sistema de numeracié s’indica a la Fig. 26. Per tal de facilitar la tasca de
marcatge i reduir 'estres dels animals, aquests s’anestesiaren lleument amb
isoflura (un eter halo-genat) moment en que també es va aprofitar per tallar un
tros de cua per genotipar.
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Figura 26. Sistema

‘;"\"ﬁ*‘w_,,_h \‘*f“‘ﬂm_h — d’identificacié dels ratolins.

2.2.4. Analisi de I'ADN genomic

L’ADN genomic dels ratolins es va aillar a partir de biopsies de <0,5 cm de cua
segons les instruccions del DNeasy® Blood & Tissue kit de Qiagen. L'ADN
purificat es va utilitzar per a genotipar els ratolins per PCR, utilitzant els
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oligonucleotids encebadors indicats a continuacid, els quals generen un amplico
de 360 pb.

Oligonucledtids encebadors usats per genotipar Regié reconeguda

Sentit 5-GACAGACTGCTCCAACTTGG-3' promotor SM22a
Antisentit 5-AGCACGGGTATCTCAGTCTCC-3’ ADNc LOX humana

La reaccié de PCR es va realitzar amb la Tag polimerasa (Fermentas) amb les
seglents condicions:

Mescla de reaccié de PCR per genotipar:

ADN 50 ng 95T 3 min

dNTP 0,2 mM cadascun 95 C 1 min
oligonucleotids encebadors 0,4 uM cadascun 56 C 1 min x 30
DMSO 3% 72<C 50 seg

10x Taq Buffer + KCI 500 mM 1l 72<C 7 min

MgCl; 1,5 mM 4C =

Tag Polimerasa 0,125 U/pl

H,0 g.s.p. 10 pl

Com a control positiu de la reaccié es van amplificar 20 ng del plasmidi
PCAGGS-SM220a-hLOX i els productes de PCR es visualitzaren per electroforesi
en gels d’agarosa a I'1%.

2.3. Mesura de la pressié sanguinia

Es va mesurar la pressid arterial sistolica amb els ratolins conscients i
immobilitzats en un cep. Per tal de minimitzar l'efecte de I'estrés per la
immobilitzacié i poder d'obtenir mesures reproduibles i fiables, els ratolins es
van acostumar a la immobilitzacié en el cep durant les setmanes prévies a la
presa de dades. La mesura de la pressio es va realitzar mitjancant un métode no
invasiu que utilitza un maneguet especial que determina la pressié de forma
intermitent basant-se en I'oclusié periodica del flux sanguini de la cua del ratolf
(ML125, Powerlab). Es van realitzar 10 mesures per cada ratoli i dia durant 3
dies consecutius i a partir de la mitjana d'aquestes dades es va establir el valor
de pressié final.
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2.4. Hemograma

El seguiment del nimero de cel-lules blanques en ratoli es va realitzar a partir
de 50 pl de sang extrets de la cua de cada ratoli mitjangant columnes
d'extraccié de sang per capil-lar (Microvette® Sarstedt). Aquestes columnes
contenen acid etilendiamintetraacetic (EDTA), un anticoagulant que no
produeix dilucid de la sang i respecta la morfologia eritrocitaria i leucocitaria.
Seguidament, la sang es va diluir 1:200 en tampd Mediton i es va obtenir
I'hemograma mitjancant un analitzador hematologic de sang total (Medionic
CA620-530; Boule) que realitza el recompte i distribucid per mida de les
cel-lules sanguinies mitjancant el principi d'impedancia electronica. Els resultats
obtinguts es van comparar amb els valors de referencia (Taula 8) descrits per
Charles River tenint en compte la soca, el sexe i I'edat dels ratolins.

Taula 8. Valors de referéncia del recompte de cél-lules blanques per a ratolins de la soca C57BL/6
de 8-10 setmanes.

C57BL/6 CBT NEUT LIMF MONO EOS
(Kipl) (K/) (K/) (KI) (KI)
Mascle Mitjana 8,90 1,44 6,87 0,41 0,14
Interval 95% Minim 4,45 0,53 3,24 0,15 0,01
Maxim 13,96 3,09 11,15 0,94 0,42
N 123 123 123 123 123
Femella Mitjana 8,44 1,19 6,1 0,36 0,15
Minim 3,90 0,42 2,88 0,17 0,01
Maxim 13,94 2,55 10,92 0,69 0,50
N 125 125 125 125 125
C57BL/6 BASO NEUT LIMF \Y/[e]\N[e) EOS
(K/ul) (%) (%) (%) (%)
Mascle Mitjana 0,03 15,85 77,41 4,61 1,55
Interval 95% Minim 0,00 7,36 61,26 2,18 0,13
Maxim 0,13 28,59 87,18 11,02 4,42
N 123 123 121 121 121
Femella Mitjana 0,03 14,00 79,55 4,37 1,69
Minim 0,00 7,44 70,19 2,19 0,20
Maxim 0,14 22,67 87,82 7,06 4,51
N 125 125 123 123 123

CBT: cél-lules blanques totals; NEUT: neutrofils; LIMF; limfocits; MONO: monocits; EOS: eosinofils; BASO:
basofils
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2.5. Mesura de lipids en plasma

Es va extreure sang de la cua de ratolins de 8 setmanes d'edat mitjancant les
columnes d'extraccié de sang per capil-lar préviament descrites (veure apartat
Metodologia 2.4.) (Microvette® CB-300, Sarstedt) i el plasma es va obtenir per
centrifugacid d'aquesta a 3.500 rpm durant 20 minuts a 4 °C. Els nivells de
colesterol, triglicérids i HDL es van mesurar enzimaticament utilitzant kits
comercials (reactius Gernon) en un espectrofotometre (MC-15 SOFT; RAL).

2.6. Mesura de parametres ecocardiografics

El ratoli es va anestesiar amb isoflura al 2% mitjangant una mascara d'inhalacid i
un cop anestesiat, es va depilar la zona ventral del pit amb crema depilatoria ja
que la preséncia de pel interfereix en la presa d'imatges. El ratoli es va col-locar
en posicidé supina sobre una plataforma temperada per mantenir la
temperatura corporal a 37 °Ci les extremitats es van mantenir en contacte amb
uns transductors d'electrocardiograma per tal de monitorar I'activitat cardiaca.
La freqUéncia cardiaca es va monitorar durant el procés i, de forma general, es
va mantenir entre 400-500 batecs per minut. Seguidament es va aplicar gel
d'ecografia en el pit depilat del ratoli. L'ecografia del cor del ratoli es va
analitzar mitjancant la plataforma d'imatge digital d'alta freqiencia i resolucio
VeVo 2100 (Visual Sonics). Les imatges es captaren amb un transductor lineal
(M400 MicroScan™ Transducer) i es visualitzaren, en temps real, seccions
transversals (de dues dimensions, 2D) a través del cos, on la part superior de la
imatge representa la posici6 més propera a la sonda del transductor,
normalment la superficie de la pell [477]. Els diagrames que mostren les
posicions i direccions del transductor per a la mesura dels parametres
ecocardiografics basics en ratoli es mostren a la Figura 27. L'ecografia
bidimensional permet obtenir informacid en temps real de la forma,
arquitectura, localitzaci6 i mida de les estructures anatomiques inclos
d'estructures en moviment, com el cor. En el mode de captacié B (mode
brillant), la formacio d'imatges es realitza de tal manera que la mateixa sonda
del transductor emet i rep el feix d'ultrasons i les imatges es mostren en escala
de grisos on les estructures més denses s'observen més brillants (blanc) que les
estructures que ho sén menys (gradient de grisos). En aquest mode, es va
col-locar el transductor al llarg de I'eix vertical del ventricle esquerre, i dirigint
aquest cap al costat dret del coll del ratoli es va obtenir la imatge de I'eix llarg
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del ventricle esquerre en dues dimensions. Seguidament es va girar el
transductor 90° en el sentit de les agulles del rellotge per tal de visualitzar |'eix
curt del ventricle esquerre i es van obtenir imatges de talls transversals a
diferents profunditats a través d'aquest.

Figura 27. Diagrames que
mostren les  posicions i
direccions del transductor per a
la mesura dels parametres
ecocardiografics  basics en
ratoli. A) Posicid i direccid
(fletxa petita) del transductor
(superior esquerra) per a la
visio de l'eix llarg del ventricle
esquerre (LV). B) Posicid i
direccio (fletxa petita) del
transductor (superior esquerra)
per a la visid de I'eix curt del
ventricle esquerre (LV). LA =
auricula esquerra, AO = aorta

Un cop orientat el transductor, es va passar al mode M (mode de moviment) on
es selecciona una sola linia de dades d'ultrasons des de la imatge en mode B
gue es mostra com una funcié continua en el temps, amb la profunditat al llarg
de I'eix vertical i el temps en I'eix horitzontal (Fig. 27). Les imatges en mode M
presenten una alta resolucié temporal que permet visualitzar els moviments
rapids de la paret. Per a les mesures de gruix de la paret la linia de mode M es
va col-locar just a continuacié del muscul papil-lar. A la seglient Taula 9 i Figura
28, es mostren les diferents mesures realitzades en mode M, tant al final de la
diastole com de la sistole, aixi com els parametres que es van calcular a partir
d'aguestes mesures mitjancant el paquet de mesures cardiovasculars (Visual
Sonics)[478]. Un cop obtingudes les imatges, es va retirar el gel residual i el
ratoli es va tornar a la gabia on es va recuperar de |'anestésia en un temps breu.
Es van analitzar 5 ratolins per grup experimental amb 3 captacions per ratoli.
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Figura 28. Imatges de les

mesures ecocardiografiques en

ratoli. Imatge representativa

_ presa en mode M amb les

T oo indicacions per a la mesura de

;':L--, .L parametres per avaluar la funcio
il sistolica.

Taula 9. Mesures ecocardiografiques en mode M mitjangant el paquet de mesures cardiovasculars.

Mesures ecocardiografiques en ratoli

LVPWd (mm) Gruix de la paret posterior del ventricle esquerre en diastole

LVPWs (mm) Gruix de la paret posterior del ventricle esquerre en sistole.

IVSd (mm) Gruix de I'enva ventricular en diastole.

IVSs (mm) Gruix de I'enva ventricular en sistole.

LVIDd (mm) Diametre intern del ventricle esquerre en diastole.

LVIDs (mm) Diametre intern del ventricle en sistole.

FS (%) Escurcament FS(%)=100x[(LVIDd-LVIDs/LVIDd]
fraccional

EF (%) Fraccio d'ejeccio EF(%)=100x[(LVIDd*-LVIDs)*/LVIDd?]

LV mass (mg) Massa ventricle LVmass=1.05x[(IVSd+LVIDd+PWd)*-LVIDd?]
esquerre

Volum sistalic (uL)

Despesa cardiaca (ml/min)

2.7. Lligadura de carotida

Per al model de lesid arterial per lligadura de carodtida es van fer servir ratolins
TgLOX de 4 mesos d'edat i com a control s'utilitzaren els germans no
transgenics. Els animals es van mantenir en dejuni durant les 4 h anteriors a
I'operacid i se’ls administra intraperitonealment (i.p.) un coctel d’anestesia
(ketamina 45 mg/kg i medetomidina 0,6 mg/kg) i analgeésia (buprenorfina 0,1
mg/kg); la baixada de temperatura corporal es va prevenir amb una manta
electrica. Se’ls protegiren els ulls de la dessecacié amb pomada oftalmica
Lubrifilm (Cusi). La cara anterior del coll es va rasurar i desinfectar amb
povidona iodada i, un cop els ratolins havien perdut els reflexes, se’ls practica
una incisio d’1 cm al coll (0,5 cm per sota de la boca) i es van separar la pell, les
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glandules i la musculatura que envolten la traquea amb I'ajuda d’un retractor. A
continuacio, es va exposar la carotida esquerra i es va lligar amb un fil de sutura
de seda de 7-0 just en el punt anterior de la bifurcacié en carotida interna i
externa (Fig. 29). Es lliga la carotida esquerra perque aixi s’aconsegueix un tram
sencer d’artéria d’'uns 9 mm de llarg on s’hi generara una lesid per estrés
hemodinamic, ja que la sang que puja amb cada batec des de la crossa aortica
no té cap via de sortida. No s’utilitza la carotida dreta, ja que aquesta surt de
I'artéria braquicefalica, de manera que en lligar la carotida, la sang tindria una
via de sortida cap a l'artéria subclavia dreta, i la lesid generada a la carotida
dreta seria menor que a 'esquerra (Fig. 30).

Figura 29. Imatge de I'artéria carotida
esquerra exposada i lligada.

L'obertura practicada en els ratolins es va suturar amb fil de seda de 5-0. A
continuacio, se’ls administra artipamezol (1 mg/kg) per via i.p. per tal de
recuperar-los de I'efecte anestésic. Durant les primeres hores posteriors a la
cirurgia, es va controlar que els animals es recuperessin adequadament, i en els
dos dies subseglients se’ls va afegir buprenorfina a 'aigua de beguda (1,5
mg/L). Es va extreure 50 pl de sang de la cua dels ratolins abans de la
intervencio i a diferents temps (3, 7 i 21 dies) per tal de realitzar el seguiment
del niumero de cel-lules blanques i obtenir plasma per diferents determinacions.

NUS

ARTERIA CAROTIDA ARTERIA CAROTIDA

DRETA ESQUERRA
ARTERIA
SUBCLAVIA DRETA
ARTERIA
N SUBCLAVIA
ARTERIA ESQUERRA

BRAQUICEFALICA

Figura 30. Il-lustracié de la crossa
aortica, les artéeries carotides i el punt
de lligadura.
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Tres setmanes després de la intervencid, els animals s’anestesiaren (ketamina
75 mg/kg i medetomidina 1 mg/kg) i es sacrificaren per tal de recuperar-ne les
arteries carotides esquerres, les quals es van fixar en paraformaldehid al 4% i es
van incloure en blocs de parafina. Es van realitzar talls seriats (de 5 um de gruix)
de cada arteria, els quals es disposaren en portaobjectes a intervals de 100 um,
des de la constriccié ocasionada pel nus i cap a la crossa aortica. Els talls es van
repartir de manera que cada portaobjecte tingués 10 seccions corresponents a
intervals de 100 um. Finalment, les preparacions es tenyiren amb hematoxilina-
eosina. El procediment de fixacié i tincid de teixits es detalla a I'apartat 8.3.
d'aguesta seccid. Finalment, es van captar imatges a 1,4, 1,51 1,6 mm a partir
del punt de lligadura (el nus) amb el microscopi Olympus Vanox AHBT3 a 100
augments, i es van analitzar amb el programa d'analisi d'imatge Imagel (NIH,
Bethesda, MD, USA). Es va obtenir la quantificacié de la llum de les arteries i es
va tracar el contorn de les lamines elastiques internes (LEl) i externes (LEE) en
imatges digitalitzades. Per a les analisis morfometriques, a partir del promig de
les mesures obtingudes es va calcular I'area de la media, I'intima i la llum del vas
per a cada condicid. L'area de la média es va calcular com |'area entre LEE i LE, i
I'area de I'intima es va calcular restant l'area de la llum del vas de LEE. El
percentatge d'estenosi es va calcular com: [area de |'intima / (area de I'intima +
area de la llum del vas)] x 100 [479].

Figura 31. l-lustracié
0000 esquematica del procediment
000® seguit en l'obtencié de talls

histologics de les mostres de
carotida. En els portaobjectes
es van disposar 10 talls
corresponents a un espaiat
d’uns 100 um, de manera que
amb una preparacié es cobria
aproximadament 1 mm de
mostra.
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2.8. Tractament farmacologic dels animals

L'estudi in vivo de la modulacid de l'expressid de la FBLN5 per estimuls
inflamatoris a nivell vascular es va realitzar amb ratolins mascles de 8 setmanes
d'edat, de la soca C57BL6/J (Charles River). Per a |'estudi, es va administrar als
ratolins una dosi de 0,5 mg/kg de LPS (Sigma) per via intraperitoneal. El LPS es
va diluir en tampd sali a un volum final de 200 pl i es va administrar el mateix
volum de tampd sali sense LPS als ratolins control. En el cas pertinent, es va
pretractar el ratoli amb l'inhibidor d'histones desacetilases de classe |, el MS-
275 (S1053; SelleckChemicals) a una dosi de 5 mg/kg, 24 h abans de
I'administracié de LPS i es va administrar una segona dosi de forma simultania al
tractament amb LPS. El MS-275 es va resuspendre en DMSO a un volum final de
100 pl. Es va administrar el mateix volum de DMSO sense MS-275 als ratolins
control. Després de 24 h de tractament amb LPS, els ratolins es van anestesiar
per via intraperitoneal amb una mescla de medetomidina (1 mg/kg) i ketamina
(75 mg/kg) en sali (volum final 150 pl). Després de la pérdua total de reflexes de
I'animal, es va extreure sang (aproximadament 1 ml) per puncié cardiaca, fet
que va causar la mort de l'animal. Seguidament, es van obtenir els organs i
rapidament es van congelar, en N, liquid, i guardar a -80 °C, fins al seu
processament. El greix que recobreix I'aorta es va eliminar completament i es va
extreure la totalitat de I'aorta (des de l'arc aortic fins a les artéries iliaques). Es
va aillar aproximadament 0,5 cm de la zona central de I'aorta per a realitzar
estudis immunohistoquimics i la resta es va congelar en N, liquid i guardar a -80
°C fins al seu processament. La totalitat del procés va durar menys de 15 min.

3. CULTIUS CEL-LULARS

En els nostres estudis s’han utilitzat cultius de cel-lules musculars llises vasculars
murines i humanes. Totes les cel-lules es van cultivar a 37 °C i 95% d’humitat,
21% O, i 5% CO,. Per tal de mantenir un estoc de cel-lules, aquestes es van
congelar en SFB (seérum fetal bovi) al 7,5% de DMSO, a una densitat de 10°
cel-lules/ml.
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3.1.1. Obtencid i cultiu primari de CMLV d'aorta murines

Els ratolins es van sacrificar per dislocacié cervical i, amb I'ajuda d’una lupa
binocular, es va extreure 'aorta i es va obrir longitudinalment des de la crossa
aortica fins a les illaques. Seguidament es va incubar I'aorta amb col-lagenasa
del tipus | (Gibco) (150 U/ml) a 37 °C durant 15 min i es va separar la capa
media de I'adventicia amb I'ajuda d'unes pinces corbes. La capa media es va
seccionar en petits segments (explants) d’aproximadament 1 mm?® Els
fragments obtinguts es sembraren en 5 ml de medi DMEM-F12 (10% de SFB, 1%
d’antibiotics) en un flascd de 25 cm? Els explants es van deixar en el flascd
durant dues setmanes aproximadament, temps durant el qual les cél-lules van
anar migrant dels explants i proliferant.

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

3.1.2. Obtencid i cultiu primari de CMLV d'aorta humanes

Les CMLV humanes utilitzades en aquest estudi provenien d’aortes de pacients
trasplantats de cor a la Unitat de Transplantament Cardiac de la Divisid de
Cardiologia i Cirurgia Cardiaca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Les
cél-lules es van obtenir al nostre laboratori mitjancant una técnica d’explants
modificada [480]. En condicions d'esterilitat, es va eliminar el greix i el teixit
conjuntiu adherit, es va obrir el vas longitudinalment i la superficie interior es va
rascar acuradament amb un bisturi per eliminar-ne les cél-lules endotelials.
Amb I'ajuda d'unes pinces corbes, es va separar la capa media de I'adventicia i
es va seccionar en petits fragments (explants) d'aproximadament 1 mm?d'area,
gue es van col-locar en plagues de cultiu amb medi de cultiu M199 suplementat
amb un 20% de SFB, 2% de serum huma, 1% d’antibiotics i 1% de L-glutamina.
Els explants es van incubar a 37 °C en una atmosfera humida amb un 21% O, i
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5% CO, i cada 3 dies s'afegi medi fresc. Al cap d'1-2 setmanes les cel-lules van
comencar a migrar de l'explant i a proliferar i, un cop van assolir un grau de
confluéncia elevat, es van tripsinitzar i subcultivar.

B ; b & i 188

T O 7 # 3 i A 2L
Figura 32. Procediment simplificat de I'obtencié de CMLV humanes a) Cor extret d'un
pacient transplantat. b) CMLV migrant d'un explant de l'aorta humana. c¢) CMLV
confluents en cultiu.

Per a la tripsinitzacid, les cel-lules es van rentar dues vegades amb PBS
previament temperat i a continuacio es va afegir el volum minim de tripsina-
EDTA (Gibco BRL) per a que tota la superficie quedés coberta. Es van observar
les cel-lules amb el microscopi Optic i quan van comencar a separar-se de la
superficie de la placa, es va afegir medi complert temperat i les cel-lules es van
resuspendre amb l'ajuda d'una pipeta de 10 ml. Es van comptar les cel-lules
amb l'ajuda d'una cambra de Neubauer i es van ressembrar en flascons a una
densitat de 10.000 cél-lules/cm?® Quan les cél-lules van arribar de nou a la
confluéncia, es van tornar a tripsinitzar i es van congelar per a una utilitzacio
posterior.

3.1.2.1. Caracteritzacio de les CMLV humanes

Les cel-lules es van identificar mitjancant I'observacié amb el microscopi optic
en base a la seva morfologia i patrd de creixement. La morfologia de les CMLV
varia en funcié del teixit d'origen, I'edat i I'especie del donant i el passatge. Les
cél-lules d'arteries sense lesions arteriosclerotiques generalment presenten un
aspecte fusiforme i creixement en "hill and valley" (muntanya i vall), mentre
qgue les CMLV d'artéries amb lesions presenten fenotips alterats amb aspecte
polimorfic i un creixement desordenat.

Per a una caracteritzacié especifica de les CMLV, es va analitzar I'expressié de
diferents proteines mitjancant immunofluorescencia. Per un banda, es van
analitzar els nivells d'actina de muscul llis, una proteina de citosquelet
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caracteristica de les CMLV. Per descartar possibles contaminacions amb
fibroblasts i cel-lules endotelials, es van incubar les cel-lules amb ['anticos
especific per a la proteina de superficie de fibroblasts (FSP, Fibroblast Surface
Protein) i per al factor de Von Willebran (VWF), respectivament.

4. CLONATGE, AMPLIFICACIO | PURIFICACIO D'ADN PLASMIDIC

En aquest apartat s'exposen els trets generals de la técnica de clonatge ja que
en aquest estudi s’han realitzat diversos clonatges amb diferents objectius i que
s’expliquen en els apartats dels procediments experimentals corresponents.

Aquesta es va dur terme de dues maneres, segons el cas, que es concreten en:

a. Per amplificacié per PCR, realitzada amb oligonucleotids encebadors que
contenen dianes de restriccid. Les amplificacions es van realitzar amb la
polimerasa d’alta afinitat PfU DNA polymerase (Fermentas) per tal de
minimitzar la introduccié d'errors. Els productes amplificats es van purificar
amb el QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) i es van digerir segons les dianes
de restriccid introduides en els oligonucleotids encebadors utilitzats per a
I’'amplificacid.

b. Per digestié a partir d’una construccié previa. Els productes digerits es van
separar per electroforesi en gel d’agarosa i es van purificar amb el QlAquick Gel

extraction Kit (Qiagen).

Digestio enzimatica Condicions de digestié
Buffer especific 10 % Temperatura Temps
ADN 0.5-1 pg
Enzim 0.5-2 yl 37C 1-16 h
H,O Fins a 20 pl

Es va ajustar la temperatura, el temps de digesti6 i les concentracions segons les
especificaciopns de cada enzim
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4.2. Digestid i defosforilacio del plasmidi receptor de l'insert

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

4.3. Lligacio

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

4.4 Transformacio

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

4.4.1. Preparacié de bacteris competents

Aquest metode va ser descrit per Hanahan el 1985 [481]. En primer lloc es va
preparar un precultiu d’E. coli (soca DH5a) inoculant 10 pl d’'una reserva de
bacteris congelats a -80 °C en 10 ml de medi LB en un tub de 50 ml, que es va
deixar en agitacié a 37 °C tota la nit. L'endema, s’inocularen 2 ml del precultiu
saturat en 50 ml de medi SOB amb 10 mM MgSQO, (en un Erlenmeyer de 250
ml), que s’incuba en agitacio orbital a 37 °C fins que s’assoli una absorbancia de
0,5 a una longitud d’ona de 650 nm. Aleshores, el cultiu es va transferir a un tub
de 50 ml i es va deixar refredar de 10 a 15 min en gel. Seguidament, es
centrifuga a 1000 g a 4 °C durant 12 min, i el precipitat que en va resultar es
resuspengué en 16 ml de solucid RF1 i s’incuba 15 min en gel. La solucié es va
centrifugar a 1000 g a 4 °C durant 12 min i el precipitat de bacteris es va
resuspendre en 4 ml de la solucié RF2 i s’incuba durant 15 min en gel.
Finalment, s’hi va afegir un 15% de glicerol i els bacteris es van congelar en
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aliquotes de 200 pl submergint-les en N, liquid. Els bacteris, llestos per ser
transformats, es van conservar a -80 °C fins al seu Us.

4.4.2. Transformacid de bacteris competents amb ADN plasmidic

Les transformacions es van realitzar per xoc térmic. Els bacteris competents es
van descongelar en gel durant uns 20 min. A continuacio, s’hi va afegir 'ADN a
transformar (5 pl de lligacid, 1 pl de producte de mutagénesi o 1 ng de vector) i
es van incubar en gel durant 30 min. Transcorregut aquest temps, se
sotmeteren a un xoc termic de 60 seg a 42 °C, seguit de 5 min en gel. Els
bacteris es van recuperar amb 800 pl de medi SOC i es van incubar a 37 °C en
agitacidé durant 1 h. Seguidament, es van centrifugar a temperatura ambient
(1000 g, 1 min), es van resuspendre en 100 ml de SOC i es van sembrar en Luria
Bertain (LB)-agar amb ['antibidtic adequat per a la seleccié. Les plaques
s’incubaren a 37 °C tota la nit.

4.4.3. Comprovacio dels clons

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

4.4.4. Purificacié d'ADN plasmidic

Un cop identificats els clons correctes, a partir del precultiu reservat es va fer
una sembra en estria en LB-agar amb antibiotic. Es van deixar créixer tota la nit
a 37 °Ci I'endema s’inocula una unica colonia aillada en 5 ml de medi LB amb
antibiotic, i es va fer créixer a 37 °C en agitacié durant tot el dia. A Ultima hora
del dia, s’inocularen 100 pl del precultiu en 100 ml de medi LB i antibidtic en un
Erlenmeyer de 500 ml. El cultiu s’incuba a 37 °C en agitacié durant tota la nit.
L’'endema, es va recuperar 1 ml de cultiu per preparar un glicerolat (20%
glicerol), que es va guardar a -80 °C. La resta es va centrifugar a 3200 g a 4 °C
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durant 15 min i el precipitat s’utilitza per extreure’n ADN plasmidic mitjangcant
el QlAfilter Plasmid Midi Endotoxin Free kit (Qiagen). L’ADN plasmidic obtingut
es va comprovar mitjancant electroforesi, analisi de restriccié, PCR i/o
sequenciacio.

5. ANALISI D'ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL

La regulacid de I'activitat transcripcional de la FBLN5 en resposta a estimuls
inflamatoris es va avaluar mitjancant la transfeccié transitoria de CMLV
humanes amb un vector reporter que conté el promotor de la FBLN5 acoblat a
luciferasa. Estudis de delecions seriades ens van permetre acotar les regions
implicades en aquesta resposta.

5.1. Generacio de les construccions

El promotor de la FBLN5 o fragments del mateix es van amplificar per PCR. Els
parametres de reaccié de PCR s’optimitzaren segons les caracteristiques dels
oligonucleotids encebadors i la mida del fragment a amplificar. Els productes de
PCR es purificaren i es van digerir gracies a les dianes de restriccié incorporades
als oligonucleotids utilitzats per a 'amplificacid. A continuacid, es van clonar en
el plasmidi reporter per a la luciferasa pGL3-Basic (Promega).

5.1.1. Construccions del promotor de FBLN5

Partint d’ADN genomic de placenta huma (Sigma), es va amplificar un fragment
del promotor de la FBLN5 humana de 1650 pb (posicions -1650 a +17, segons el
codo d’inici de traduccid, ATG) i es van clonar en el vector pGL3-Basic usant les
dianes de restriccid Kpnl i Xhol, obtenint el plasmidi pGL3/pFBLN5-1650. A
partir d’aquesta construccid es van generar dues delecions seriades per
amplificacié per PCR, obtenint aixi les construccions pGL3/pLOX-635 i
pGL3/pLOX-329. Els oligonucleotids encebadors usats en cada cas han estat els
seglents:
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Oligonucleotids encebadors per generar les construc cions del promotor de FBLN5 Dianes
Sentit pFBLN5-1650 5- TTAAGGTACCCCTTTGGTTGCCCCTTACTTTATT-3' Kpnl
Sentit pPFBLN5-635 5-GAGTTCGGTACCCTTTCCTTCCGGAGGCGA-3’ Kpnl
Sentit pPFBLN5-329 5-TGTAATCGGTACCAGCTGTGTCCAGACTG-3’ Kpnl
Antisentit comU* 5-TAACTCGAGGTCCAAGACGCGCGAGGAGGAGATGCGAA-3’ Xhol

Les dianes de restriccio es mostren subratllades. *S'ha utilitzat el mateix oligonucleotid antisentit
per a les diferents construccions.

5.2. Analisi de seqliencies

Les seqlencies dels diferents promotors es van analitzar mitjancant el
programa Matinspector (Genomatix) per tal d’identificar-hi elements putatius
d’unié de factors de transcripcio a I’ADN.

5.3. Mutageénesi dirigida

La mutagénesi dirigida permet determinar la funcionalitat d’'un element de
resposta mitjancant la modificacid de la seva sequeéncia nucleotidica. Dos
possibles elements d'unid del factor de transcripcid SOX presents en els
promotor de FBLNS, localitzats a -304 pb i -251 pb des de I'inici de traduccid es
van mutagenitzar per PCR utilitzant el QuikChange™ Il Site-Directed
Mutagenesis kit (Stratagene). Els oligonucleotids encebadors usats per
mutagenitzar es van dissenyar amb I'ajuda del programa QuikChange” Primer
Design (Stratagene). Les noves seqliéncies introduides es van comprovar per
seqlenciacio, i analitzar in silico (Matinspector) per descartar que no generessin
cap nou element.

Les modificacions introduides per mutagenesi van seguir el patrd descrit per De
Santa Barbara et al. per demostrar la funcionalitat de l'element SOX del
promotor de I'hormona anti-Mdllerian [468]:

Oligonucleotids usats en les mutagenesis dirigides

iooi(prgiten it 5-TTCATTTTCTAAGTATGTTAAACCCTGCAAATGGGGCCTCAGTCTGG-3'
SO . ; 5-CCAGACTGAGGCCCCATITGCAgaGTTTAACATACTTAGAAAATGAA-3'
-304pb antisentit

-Szgi(p?iten it 5-TCAGTAATTCAGCATTAAACCCCTTGGAGGAGGAATGTTAAAAATGAACACT-3'
SOX mut

-251pb antisentit 5-AGTGTTCATTTTTAACATTCCTCCTCCAAQUGGTTTAATGCTGAATTACTGA-3'

S’han subratllat els elements putatius. Les minUscules indiquen els canvis introduits.
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5.4. Transfecci6 transitoria i assaig de luciferasa

Els experiments de transfeccid és van dur a terme amb Lipofectamine® LTX amb
Plus™ Reagent (Invitrogen). Les CMLV es van transfectar amb el vector reporter
de luciferasa pFBLN5-1650, amb dues delecions seriades d'aquest (pFBLN5-635
i pFBLN5-329) o amb el vector pFBLN5-1650 mutagenitzat en els diferents
elements de resposta SOX.

Les CMLV es van sembrar en plaques de 12 pous (80.000 cel-lules/pou), i es
transfectaren passades 24 h. Per a cada pou, es van diluir 0,5 ug de I'ADN
corresponent en 100 pl d'Opti-MEM lliure de serum juntament amb 0,5 pl de
PLUS™ Reagent i es va incubar a temperatura ambient durant 10 minuts. Passat
aquest temps, es va afegir 1,25 ul de Lipofectamine® LTX, es va mesclar
suaument i es va incubar 30 minuts a temperatura ambient per tal de facilitar la
formacié de complexes ADN-liposoma. Les plaques de cultiu es varen rentar
amb PBS i es varen afegir 400 ul de medi complert sense antibiotic a cada pou
(M199- 20% SFB). Seguidament, es va afegir la mescla plasmidi/liposoma (100
tl/pou) i es va incubar tota la nit. Passat aquest temps, el medi es va substituir
per medi sense serum i després de 24 h, les cél-lules es tractaren amb LPS (100
ng/ul) o TNFa (50 ng/ml) durant 24 h més. Finalment, les cél-lules es lisaren
amb 250 ul de tampd de lisi RLB (Reporter Lysis Buffer, Promega). Els lisats es
van congelar en N, liquid i es van descongelar per tal d’optimitzar-ne la lisi.
L'activitat luciferasa es va detectar mitjancant el Luciferase Assay System
(Promega) i el luminometre Orion | (Berthold Detection Systems). Els resultats
obtinguts es van normalitzar per la concentracié de proteina.

6. ANALISI D'EXPRESSIO

6.1. Extraccié d'ARN

En la majoria dels casos, 'ARN de cél-lules es va extreure amb el reactiu
Ultraspec™ (Biotecx) seguint el protocol del fabricant. Aquesta técnica esta
basada en el métode de Chomczynski [482], el qual, mitjancant I'Us de sals de
guanidina, urea, fenols i cloroform, separa 'ARN en un medi aquds, deixant
I’ADN i les proteines en una fase organica.
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Les cel-lules crescudes en monocapa es van lisar amb Ultraspec™ (500 pl/10
cm?) i es recolliren amb I'ajuda d’un raspador. Les mostres de teixit (100 mg
com a maxim) es van triturar en N, liquid en un morter de porcellana fins
aconseguir una pols fina, a la qual s'hi afegi 1 ml d’Ultraspec™ i s’homogeneitza
amb I'ajuda d’un politré. Ambdds tipus de lisats es congelaren a -80 °C i es
descongelaren per facilitar-ne la lisi. El protocol es continua segons les
especificacions del fabricant.

Alguns procediments experimentals, com els estudis amb siRNAs, van requerir
la utilitzacio del sistema d'extraccid per columnes RNeasy Mini kit (Qiagen) ja
gue aquest sistema elimina molecules d’ARN de baix pes molecular com els
SiRNA, els quals poden interferir en I'amplificacié per PCR a temps real per
determinar els nivells d'ARNm (veure Metodologia 6.3.). Aquest sistema es basa
en columnes d’afinitat que retenen I’ARN en una membrana de silice mitjancant
tampons amb etanol i concentracions de sal elevades.

Finalment, I’ARN obtingut, resuspes en aigua lliure de RNases, es va mantenir
en gel per al seu Us immediat o es va guardar a -80 °C.

6.2. Determinacio de la quantitat i qualitat de I'ARN

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

6.3. RT-PCR a temps real

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

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

Mescla de reaccio per ala PCR atemps real (  Tagman)

ADNC diluit 1/0 (440ng) 8,8 yl 50 C 2 min

Master Mix (2X) 11 pl 96 T 10 min

Sonda (25X) 0,88 pl 95 C 15 seg i
H,0 lliure de nucleases 1,32 ul 60 € 1 min

TOTAL 22 ul

En el cas de la quantificacid dels nivells d'ADN immunoprecipitats mitjancant
ChIP (veure l'apartat de Metodologia 13.1.), aquesta es va realitzar per PCR a
temps real amb SYBR-Green i oligonucleotids especifics (Apéendix 1). El SYBR-
Green és un agent intercalant que s’insereix a la doble helix d’ADN i s’acobla
energeticament als acids nucleics que el formen, de manera que s’incrementa
notablement la seva taxa d’emissid fluorescent. El complex resultant presenta
un pic d’absorcié a 498 nm i un pic d’emissié a 522 nm. S'utilitza el Quantifast’™
SYBR® Green PCR kit (Qiagen) i I'equip de deteccié ABIPRISM 7900HT (Applied
Biosystems). Les condicions de la PCR s’indiquen a continuacio:

Mescla de reacci6 per a la PCR a temps real (  SYBR- .
Cicles:
Green)

ADN (440ng) 8,8 ul 95 C 10 min
FastStart Universal Mix 11l 95 C 10 seg e
X
Oligonucleotids encebadors, 0,66 pl 60 T 30 seg
20 yM cadascun 95 C 15 seg
H,O lliure de nucleases 1,54 pl 60 C 15 seg C}orba'de‘ ,
dissociaci6
TOTAL 22 pl 95 C 15 seg
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Per cada 22 ul de reaccié es realitzaren dues repliques de lectura de 10 pl
cadascuna, que es sembraren en plagues de 384 pous. Els resultats es van
normalitzar per I'expressié del gen endogen mitjancant una recta patrd

preparada amb dilucions seriades d’ADNc, o segons el métode de 274",

7. ANALISI DE L'EXPRESSIO PROTEICA

7.1. Obtencid d'extractes proteics

7.1.1. Extractes cel-lulars

Les cel-lules cultivades en monocapa es van rentar 2 cops amb PBS i es van lisar
amb tampé de lisi (veure Apéndix 1) bullint (80-100 pl/pou 10 cm?) amb I'ajuda
d’un raspador [483]. El lisat es va congelar a -80 °C, es descongela per
optimitzar-ne la lisi, i es disgrega mecanicament amb l'ajuda d’una xeringa
d’insulina. La concentracié proteica s’avalua segons el meétode de lacid
bicinconinic (BCA) [484] amb el BCA Protein Assay™ (Pierce). Els extractes
proteics es van conservar a -20 °C fins a la seva utilitzacio.

7.1.2. Sobrenedants de cél-lules en cultiu

Les cel-lules es van cultivar en medi lliure de serum en les condicions indicades.
Passats els temps corresponents, es va recollir el sobrenedant (3-5 ml), i es va
concentrar en PBS mitjancant columnes d’exclusié (Amicon Ultra 10.000
MWCO, Millipore), les quals descartaren les proteines amb un pes molecular
inferior a 10 kDa. Aquestes columnes permeten concentrar la mostra i realitzar
un canvi de tampd en passar-hi un volum total de PBS equivalent a 5 vegades el
volum inicial de mostra mitjancant centrifugacions successives. Els
sobrenedants es van concentrar fins a un volum d’uns 250 pl. La concentracio
proteica dels sobrenedants es va quantificar segons el metode del BCA.

7.1.3. Extractes de teixit

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

7.1.4. Secretomes

Es van recollir mostres de paret abdominal d’aorta aneurismatica de pacients
amb AAA intervinguts en el protocol RESAA per cirurgia oberta convencional
(n=16) i donants d'organs sans (n=12). Tant els pacients com els familiars dels
donants van signar un document de consentiment informat i el protocol es va
aprovar pel Comité d'etica francés (CPB, Cochin Hospital). Les aortes de donants
d'organs es van obternir amb l'autoritzacid de |'Agencia de Biomedicina
Francesa (PFS 09-007). Les mostres de secretoma es van generar mitjacant la
seccié del teixit en fragments petits (5 mm?) i la seva incubacié en medi RPM|
1640 amb antibiotic i antimicotic (Gibco) lliure de serum, durant 24 h a 37 °C (6
ml/g de teixit humit). El secretoma (sobrenedant que conté les proteines
alliberades pel teixit) es va obtenir per centrifugacié a 3000 g durant 10 min a
20 °C [485]. Les mostres van ser congelades a -80 °C fins a la seva posterior
analisi per Western Blot.

7.2. Western-blot

Els extractes proteics es van bullir durant 5 min en tampd Laemli i es van
separar per electroforesi en gel de poliacrilamida amb dodecil sulfat sodic (SDS-
PAGE) (gels al 7.5-10% d’acrilamida:bisacrilamida 37,5:1) en condicions
reductores. Posteriorment, les proteines es van transferir a membranes de
fluorur de polivinide (Immobilon-P, porus de 0,45 um; Millipore) en tampd de
transferéncia amb metanol, a 200 mA durant 90 min a 4 °C. Les membranes es
van tenyir amb roig Ponceau per tal de comprovar-ne la correcta migracio i
transferéncia; I'excés de colorant es va rentar amb aigua destil-lada. A
continuacio, les membranes es van saturar durant 1 h amb una solucié al 5% de
llet sense greixos en TBS-Tween 0,05%, i s’incubaren amb els anticossos
primaris pertinents (veure Apéndix 1) durant 1 h a temperatura ambient i en
agitaciod suau. Després de la incubacié amb I'anticos primari, es van fer 2 rentats
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amb TBS-Tween 0,05% (2 cops, 5 min), seguits de 2 rentats més amb TBS (2
cops, 5 min) a temperatura ambient i en agitacid. La unid de I'anticds primari a
la proteina d’interés es detecta mitjancant I'addicié d’un anticos secundari que
reconeix les IgG de l'especie animal on es genera |'anticos primari (veure
Apeéndix 1). Aquest anticds secundari esta unit a peroxidasa de rave (HRP,
horseradish peroxidase), de manera que en afegir el substrat adequat
(SuperSignal™ West Dura, Pierce), emet quimio-luminiscéncia, la qual es va
detectar mitjancant pel-licules autoradiografiques CURIX RP2 PLUS (Agfa),
revelades per procediments fotografics estandards. Es va verificar que la
carrega de proteina fos homogenia mitjancant la determinacio dels nivells de B-
actina o de gliceraldehid 3-fosfat deshidrogrenasa (GAPDH) (veure Apeéendix 1).

7.3. Immunocitoquimica

7.3.1. Deteccid fluorescent

Les CMLV es van sembrar a una densitat de 2:10* cel-lules/pou, en un volum de
90 ul, en plagues amb fons de vidre de 12 mm de diametre i 0,17 mm de gruix
(Willco Wells B.V.). Un cop adherides (passades 1-3 h), s’hi va afegir 1,5 ml de
medi. Per tal de caracteritzar la regulacid de l'expressié de la FBLN5 per
estimuls inflamatoris, les cel-lules es van deixar 24 h en medi complet, després
es van incubar durant 24 h en medi de quiescencia i passat aquest temps, es
van tractar les cél-lules amb els estimuls inflamatoris corresponents durant 24 h
més. A continuacio, les cel-lules es rentaren rapidament amb PBS (2 cops), i es
fixaren amb paraformaldehid al 4% durant 10 min a temperatura ambient.
Seguidament es van rentar amb PBS (5 min, 2 cops) i es van permeabilitzar per
tal d’analitzar la localitzacié intracel-lular de la proteina amb una solucid de PBS-
Tween 0,5% al 0,1% de BSA, que es va deixar actuar durant 30 min a
temperatura ambient. A continuacié, les preparacions s’incubaren amb solucié
de bloqueig (PBS al 0,1% de BSA) (15-30 min, 2 cops). Tot seguit, es van incubar

T™ FX Signal Enhancer (Invitrogen) durant 30 min. Després de dos

amb Image-/
rentats amb PBS, s’hi van afegir els anticossos primaris (veure Taula 10) en
solucié de bloqueig, i es van incubar durant 1 h a temperatura ambient. Les
preparacions es van rentar amb PBS (5 min, 2 cops) i se’ls afegi una mescla amb
I'anticos secundari (veure Taula 10), colorant de Hoechst (1:1000; 33342,
Molecular Probes) tot plegat protegit de la llum. Després d’1 h d’incubacio, les
plagues es van rentar amb PBS (2 cops) i es van muntar amb medi ProLong®

gold antifade reagent (Molecular Probes).
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Taula 10. Anticossos utilitzats en immunocitoquimica amb fluorescéncia.

Antigen Anticos primari Dilucié Anticos secundari Dilucié

FBLN5 ab36611 (Abcam) 1:2000 Anti-IlgG de ratoli fet en ase Alexa Fluor 488 1:1000

Les CMLV procedents dels ratolins control i transgenics es van sembrar a una
densitat de 5-10* cel-lules/pou, en cambres Permanox® Chamber Slides (Lab-
Tek®). Per tal de caracteritzar 'expressié de la LOX, les cél-lules es van deixar 24
h en medi complet i després es van incubar durant 24 h més en medi de
guiescencia. A continuacio, les cél-lules es rentaren rapidament amb PBS (2
cops), i es fixaren amb paraformaldehid al 4% durant 15 min a temperatura
ambient. Seguidament es van rentar amb PBS (5 min, 2 cops) i es van
permeabilitzar per tal d’analitzar la localitzacio intracel-lular de la proteina amb
una solucié de PBS/Tritd 0.4 % durant 5 minuts a temperatura ambient. A
continuacio, les preparacions s’incubaren amb solucié de bloqueig (PBS al 1%
de BSA) (20-30 min). Després de dos rentats amb PBS, s’hi van afegir els
anticossos primaris (veure Taula 11) en solucié de bloqueig, i es van incubar
durant 1 h a temperatura ambient. Les preparacions es van rentar amb PBS (5
min, 2 cops) i se’ls afegi una mescla amb I'anticos secundari en solucié de
blogueig (veure Taula X). Després d’1 h d’incubacid, les plaques es van rentar
amb PBS (2 cops) i es van incubar amb una solucid de bloqueig de la peroxidasa
(H,0, al 3% en PBS) durant 30 min. Posteriorment, es van rentar amb PBS (5
min, 3 cops) i s'incubaren amb el reactiu ABC (Vector Laboratories) durant 30
minuts. Finalment, es van tornar a rentar amb PBS (5 min, 3 cops) i a
continuacio, les preparacions es van revelar utilitzant diaminobenzidina com a
substrat de la peroxidasa (DAB Substrate; Roche). La reaccié es va aturar amb
aigua de 'aixeta. Per acabar es va fer un rentat en aigua destil-lada i les mostres
es van muntar en Glicergel.

Taula 11. Anticossos utilitzats en immunocitoquimica amb diaminobenzidina.

Antigen Anticos primari Dilucié Anticos secundari Dilucié
LOX ab31238 (Abcam) 1:1000 Anti-IlgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
PCNA FL-261 (Santa Cruz) 1:1000 Anti-IgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
MYH10 Ab684 (Abcam) 1:500 Anti-IgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
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7.4. Citometria de flux

Els nivells proteics de la LOX es van analitzar en CMLV procedents de ratolins
transgenics TgLOX i d'animals control mitjancant citometria de flux. Les cél-lules
es van fixar i permeabilitzar mitjangant la solucié Cytofix/cytoperm, es van
rentar amb el tampd Perm/Wash (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) i es
van tenyir amb un anticds policlonal de conill especific per a la LOX (NB100-
2527, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) per posteriorment, incubar-les amb
un anticos de cabra contra IgG de conill conjugat amb aloficocianina. Per cada
mostra es van captar al menys 10.000 esdeveniments mitjancant el citometre
de flux equipat amb un laser d'argd de 488 nm (EPICS® XL™ Flow Cytometer,
Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Es va quantificar la intensitat de fluorescéencia
mitjana (IFM) de cada mostra. Com a control negatiu es van utilitzar les mostres
incubades amb la mateixa concentracié final de I'anticos de l'isotip conjugat. Les
dades obtingudes es van analitzar amb el programa informatic Expo32
(Beckman Coulter).

7.5. ELISA

Els nivells d'MCP-1 en el plasma del ratolins o en els sobrenedants cel-lulars es
va determinar mitjancant ELISA (ELM-MCP1; RayBiotech Inc, Norcross, GA,
USA). En els sobrenedants cel-lulars els resultats obtinguts es van normalitzar
per la concentracié proteica del lisat cel-lular.

8. HISTOLOGIA

8.1. Processat de les mostres

Les mostres de teixit es van fixar en paraformaldehid al 4% el més rapid
possible després de la seva extraccio, i es van incubar durant 24 h a
temperatura ambient. La fixacidé es completa amb 2 banys successius en fixador
Gliofixx (30 min cadascun). Tot seguit, els teixits es deshidrataren mitjancant 5
banys en etanol absolut (45 min x 5), seguits de 3 banys en xilol (45 min x 3).
Finalment, les mostres es van parafinar en 2 banys, d'una hora cadascun, de
parafina liquida (60 °C). A continuacid, les mostres es van incloure en blocs de
parafina i se’n van fer seccions de 5 um de gruix amb un microtom, que es van
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disposar en portaobjectes previament xilanitzats (veure apartat 8.2). L'aigua
romanent s’elimina deixant assecar les preparacions a 40 °C i aquestes es van
guardar a temperatura ambient fins al seu Us.

8.2. Preparacié dels portaobjectes

Per tal de millorar I'adherencia dels talls histologics als portaobjectes, aquests
es van tractar amb xila. Els portaobjectes es van rentar un a un amb etanol
absolut i es van disposar en cistelles, les quals es van submergir en solucié de
xilanitzacié (3-aminopropil-trietoxisila al 2% en acetona) durant 1 h. A
continuacid, els porta-objectes es van rentar 2 cops amb aigua destil-lada,
durant un maxim de 10 min per rentat. Finalment, els portaobjectes es van
assecar a 60 °C, i es van mantenir a temperatura ambient fins al seu Us.

8.3. Tincions i immunohistoquimica

Les preparacions es van desparafinar amb 2 banys successius en xilol de 7
minuts cadascun per, a continuacid, rehidratar-los mitjancant rentats successius
amb etanol al 95%, etanol al 70% i aigua destil-lada.

8.3.1. Hematoxilina-Eosina

Aguesta tincid permet observar els nuclis en blau i el citoplasma cel-lular en
rosa. Les mostres es van tenyir amb Hematoxilina de Mayer durant 5 min, i es
van rentar amb aigua de 'aixeta durant 5 min més. A continuacid, es van tenyir
amb eosina durant 20 seg. i es rentaren amb aigua de 'aixeta 5 min més. Les
restes de colorant s’acabaren d’eliminar amb un rentat breu en etanol al 95%.
Les preparacions es van rentar en etanol al 70% i es van deshidratar en etanol al
95% i etanol absolut, seguit de dos banys de 3 min en Histoclear. Finalment es
van muntar amb Histomount.
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8.3.2. Immunohistoquimica

Les preparacions es van sotmetre al procés d’antigen retrieval o
desemmascarament de I'antigen en un vas Coplin amb tampd citrat (pH 6) tot
plegat en un bany de vapor a 95-99 °C, durant 20 min. A continuacio el vas
Coplin es va treure del bany i es va deixar refredar a temperatura ambient
durant 30 min. Les preparacions es van col-locar en una cambra o suport humit,
on es feren totes les incubacions posteriors. Les mostres es van rentar amb PBS
(5 min, 2 cops), es van col-locar en un vas Coplin i es van incubar amb una
solucio de bloqueig de la peroxidasa (45 ml metanol + 5 ml H,0,) durant 30 min.
De nou en cambra humida, es van rentar amb PBS (5 min, 2 cops) i es van
permeabilitzar amb PBS-Tween 1% durant 5 min. Per tal d’evitar unions
inespecifiques, les mostres es van bloquejar amb una solucié de PBS-Tween
0,1% amb un 10% de sérum de cabra durant 30 min i a continuacio, es
bloquejaren per a l'avidina i la biotina amb I’Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector
Laboratories). Per dur a terme aquest bloqueig, en primer lloc es van incubar
amb solucié d’avidina durant 15 min i es van rentar amb PBS-Tween 0,1% amb
un 1% de seérum de cabra (5 min, 3 cops), després s’incubaren amb solucié de
biotina (15 min) i es rentaren de la mateixa manera. A continuacio, les mostres
s’'incubaren amb un anticos primari especific (veure Taula 12) durant tota la nit
en agitacid suau. Les preparacions es van rentar amb PBS-Tween 0,1% (5 min, 3
cops), i s'incubaren amb un anticos secundari biotinilat dirigit contra les IgG
especifiques de l'especie on s'ha generat |'anticos primari (dilucié 1:200 en PBS-
Tween 0,1% a I'1% de serum de cabra durant 30 min en agitacié suau). Després
de 3 rentats de 5 min amb PBS, les mostres es van incubar amb el reactiu ABC
(Vector Laboratories), i es van tornar a rentar amb PBS (5 min, 3 cops). A
continuacio, les preparacions es van revelar utilitzant diaminobenzidina com a
substrat de la peroxidasa (DAB Substrate; Roche), i la reaccid es va aturar amb
aigua de l'aixeta. Després de fer un rentat en aigua destil-lada, les mostres es
van deshidratar i muntar tal i com s’ha indicat anteriorment.

Taula 12. Anticossos utilitzats en immunohistoquimica.

Antigen Anticos primari Dilucié Anticos secundari Dilucié
LOX ab31238 (Abcam) 1:200 Anti-lgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
PCNA FL-261 (Santa Cruz) 1:1000 Anti-IgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
MYH10 Ab684 (Abcam) 1:500 Anti-IgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
MCP-1 Sc-1304 (Santa Cruz) 1:1000 Anti-lgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
FBLN5 Ab66339 (Abcam) 1:250 Anti-IgG de conill fet en cabra (Dako) 1:200
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Les imatges dels talls histologics es van captar per microscopia Optica
mitjancant un microscopi Olympus Vanox AHBT3 acoblat a una camera digital
Sony DXC-S500, i es van processar amb el programa Visilog S.M.(Noesis).

9. SOBRE-EXPRESSIO PROTEICA EN CEL-.LULES EN CULTIU
MITJANCANT TRANSDUCCIO LENTIVIRAL

9.1. Clonatge en el vector lentiviral

Per tal d’estudiar I'efecte de la sobre-expressié de LOX o SOX9 en CMLV
humanes, es va clonar 'ADNc de la LOX humana o de SOX9 muri en el vector
d’expressié lentiviral pLVX-Puro, i se’n produiren particules lentivirals
mitjancant el sistema Lenti-X™ Lentiviral Expression System (Clontech). Aquest
meétode permet la integracid dels transgens al genoma de les cel-lules
infectades. Com a controls, també s’obtingueren particules virals a partir del
vector pLVX-Puro buit o amb I’ADNc de la proteina verda fluorescent (GFP).

El sistema de sobre-expressid mitjancant transduccié lentiviral desenvolupat
per Clontech inclou un vector d'expressié (pLVX-puro) que conté les sequencies
LTR (Long Terminal Repeats) necessaries per a la integracid del transgén al
genoma de la cel-lula diana, aixi com una seqlencia d'empaquetament . A
més, presenta un MCS (Multi Cloning Site) amb diferents dianes de restriccid
gue permeten clonar el gen d'interés sota el control del promotor de
citomegalovirus (CMV). Finalment, el plasmidi pLVX-puro presenta un gen de
resistencia a la puromicina, I'antibiotic utilitzat per a la seleccio de les cel-lules
infectades (Fig. 33).

Gen d’interes

Y (v [ [y [puror [ were |[ERER
RRE

cPPT MCS

Figura 33. Esquema del vector pLVX-puro.
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L’ADNc de la LOX humana es va amplificar a partir del vector pBlueScript-LOX,
cedit generosament por el Dr. Maki (Universitat d'Oulu, Finlandia), mitjancant
els oligonucleotids encebadors indicats a continuacio, i es va clonar en el vector
pLVX-Puro en BamHI.

Oligonucleotids encebadors per a amplificar TADNc de la LOX humana Dianes
Sentit 5-CAAAAGGATCCATGCGCTTCGCCTGGACCG-3' BamHiI
Antisentit 5-GCTTGGATCCTAATACGGTGAAATTGTGCAGCC-3’ BamHlI

Les dianes de restriccio es mostren subratllades.

L'’ADNc de SOX9 muri es va amplificar a partir del vector pWPXL-Sox9
(Addgene), cedit generosament pel Dr. Weinberg (WhiteHead Center,
Cambridge), mitjancant els oligonucleotids encebadors indicats a continuacio, i
es va clonar en el vector pLVX-Puro en Xhol-BamHI.

Oligonucleotids encebadors per a amplificar TADNc de 1aSOX9 de ratoli Dianes
Sentit 5-ATATCTCGAGATGAATCTCCTGGACCCCTTC-3' Xhol
Antisentit 5-TACTGGATCCTCAGGGTCTGGTGAGCTGT-3' BamHI

Les dianes de restriccio es mostren subratllades

9.2. Produccid de lentivirus

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

El vector d’expressidé lentiviral incorpora un gen de resistencia a puromicina, un
antibiotic inhibidor de la sintesi proteica, que permet seleccionar les cél-lules
infectades. La concentracid de puromicina adequada varia segons el tipus
cel-lular i cal ajustar-la per tal de seleccionar eficientment les cel-lules
infectades. Amb aquest objectiu, es tractaren CMLV humanes i cél-lules Hela
amb diferents concentracions de puromicina, i es selecciona, per a cada tipus
cel-lular, aquella concentracié que va provocar la mort cel-lular massiva (70-
80%) en les primeres 24-48 h, i la mort de totes les cel-lules als 3-4 dies. Per a
les CMLV fou de 1,2 pg/ml, i per a les Hela de 0,8 ug/ml.

També es va determinar la concentracid oOptima de polibré (bromur
d’hexadimetrina), un polimer catidnic que neutralitza les carregues que
provoguen la repulsid entre virus i cél-lula i, per tant, millora I'eficiencia
d’infeccid. Per a les CMLV, es va determinar una concentracio d’us de 8 pg/ml.

Un cop produides les particules viriques, se’n va calcular la capacitat infectiva o
titol viral mitjancant la infeccidé de cel-lules HeLa amb un banc de dilucions dels
sobrenedants amb virus i posterior seleccié per puromicina, tal i com s’indica al
protocol de la casa comercial. D’aguesta manera, s'obtingué un valor de cfu
(colony forming units) per a cada produccio virica, el qual s’utilitza per calcular
el volum de virus necessari per infectar cel-lules amb una MOI (Multiplicity of
Infection) determinada, essent la MOl el nombre de particules viriques/cel-lula.

Les CMLV es van sembrar en plagues de 100 mm de diametre (600.000
cel-lules/placa) i es van infectar amb els diferents lentivirus amb una MOI=15
amb 8 ug/ml de polibre, tal i com indica la casa comercial. Passades 24 h, el
medi amb virus es va substituir per medi complet, i les cel-lules s’incubaren 24 h
més abans d’afegir-hi puromicina (1,2 ug/ml). La selecci6 de cél-lules infectades
es va realitzar durant una setmana, i 'eficiencia de la infeccid es va poder
avaluar visualment en les cél-lules transduides amb pLVX-GFP (Fig. X).
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Figura 34. Imatge representativa de CMLV transduides amb el vector lentiviral per a la
GFP. Les CMLV es van infectar durant 24 h amb el lentivirus generat a partir del vector
pLVX-GFP, i les ceél-lules transduides es seleccionaren amb puromicina (1,2 ug/ml, 5
dies). Es mostren imatges del mateix camp preses amb microscopia optica (panell
esquerre) o microscopia de fluorescéncia (panell dret).

10. SILENCIAMENT DE L'EXPRESSIO GENICA MITJANCANT siRNA

Un siRNA (small interfering RNA, o ARN d’interferéncia) és una molécula d’ARN
de 20 a 25 nucleotids dissenyada per a bloquejar especificament I’ARNm d’un
gen en concret, interferint aixi en la seva expressié. Els siRNA, dirigits contra
HDAC1, HDAC2 o HDACS3, o bé els seus controls corresponents (amb seqiencies
a I'atzar, siRAND), indicats al final d'aquesta seccio, es van introduir en les CMLV
mitjancant electroporacid (o nucleofeccid) utilitzant I'equip Nucleofector™
d’Amaxa i el 'Amaxa® Smooth muscle cells Nucleofector® Kit (Lonza), segons les
indicacions de la casa comercial. Cada electroporacié es va dur a terme amb 10°
cél-lules i 1 pg de siRNA mitjancant el programa A-033 del Nucleofector™. Just
després de I'electroporacio, les cél-lules es van resuspendre en 1,5 ml de medi
temperat i es van repartir en 3 pous d'una placa de 6 (aproximadament 330.000
cél-lules/pou) que contenien 1,5 ml de medi de cultiu. Passades 24 h, les
cél-lules es van incubar en medi reduit en sérum (0,4% SFB) durant 24 h i passat
aquest temps es van tractar amb els estimuls inflamatoris corresponents durant
24 h. El bloqueig de I'expressio génica es va comprovar per PCR a temps real.

siRNAs utilitzats per al silenciament genic:

siRANDOM ID#AM4611; Ambion
siHDAC1 ID#573; Ambion
siHDAC?2 ID#s6493; Ambion
siHDAC3 ID#s16878; Ambion
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11. ANALISI DE L'ACTIVITAT LISIL OXIDASA

L'activitat enzimatica LOX es va mesurar mitjancant un assaig fluorescent d'alta
sensibilitat basat en la mesura de la produccié de H,0,, un subproducte de la
reaccio enzimatica que catalitza la LOX. En la cel-lula hi ha altres fonts d'aquest
compost i per tant la mesura de I'activitat especifica LOX s'obté mitjancant la
incubacié de les mostres en preséncia i abséncia de 500 umol/l de BAPN, un
inhibidor especific de I'activitat LOX. Aixi, les diferencies entre les mesures
obtingudes per una mateixa mostra, sense i amb BAPN, corresponen a |'activitat
especifica de la LOX. Les CMLV es van sembrar a una densitat de 150.000
cél-lules per pou en una placa de 6 pous i es van deixar créixer durant 48 h.
Passat aquest temps, el medi de cultiu es va reemplacar per medi RPMI Iliure de
Phenol red (Gibco) sense SFB, antibiotics ni glutamina. Passades 24 h, es va
recollir el sobrenedant, es va centrifugar per eliminar les restes cel-lulars i es va
procedir a la mesura de l'activitat LOX. Una aliquota de 50 pl de sobrenedant es
va incubar en preséncia i abséncia de 500 umol/l de BAPN a 37 °C durant 30
min amb 1 U/ml de peroxidasa horseradish i 10 umol/I 1,5-diaminopenta com a
substrat en 1,2 mol/l d'urea, 0,05 mol/l de borat sodic pH 8.2. Passat aquest
temps es va aturar la reaccid en gel i es van determinar les diferencies en la
intensitat de la fluorescéncia entre mostres amb i sense BAPN (longitud d'ona
d'excitacio 563 nm; longitud d'ona d'emissié 587 nm).

12. QUANTIFICACIO | CARACTERITZACIO DEL CONTINGUT DE
COL-LAGEN

12.1. Quantificacio del col-lagen total

El contingut de col-lagen total a I'aorta dels ratolins es va mesurar mitjancant el
kit comercial QuickZyme col-lagen (QuickZyme Biosciences, Leiden, The
Netherlands) seguint les indicacions del fabricant. De forma breu, el metode es
basa en la deteccié de la hidroxiprolina, un aminoacid no proteinogénic només
present a la triple helix del col-lagen. Aixi, la mesura d'hidroxiprolina en
hidrolisats de mostres de teixit es va utilitzar com a mesura indirecta de la
guantitat de col-lagen total sense discriminar entre els diferents tipus de
col-lagen o el grau de maduresa. Les aortes dels ratolins es van hidrolitzar en
acid clorhidric 6 M a 95 °C durant 20 h per tal d'alliberar els diferents
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aminoacids. Posteriorment es van quantificar els nivells d'hidroxiprolina per un
meétode colorimetric que es basa en una modificacié del métode descrit per
Prockop [486]. Els resultats es van determinar com a pg de col-lagen per mg de
teixit sec.

1-Hidrolisi proteica 2-Oxidacid de I’hidroxiprolina

Col-lagen Aminoacids Hidroxiprolines
modificades

3- Tincid de les hidroxiprolines

o ©
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Formacid de color Lectura en placa de 96 pous

Figura 35. Esquema representatiu del metode colorimetric de mesura del contingut de
col-lagen.

12.2. Analisi del grau d'entrecreuament del col-lagen: Tincié
amb vermell siri

La tincid amb vermell siri és selectiva per al col-lagen i permet diferenciar el
grau d'entrecreuament de les fibres sota llum polaritzada, podent extrapolar el
grau de maduresa d'aquest. Quan s'observen les preparacions a través de llum
polaritzada apareix un gradient de color que depen del gruix de la fibra; a
mesura que augmenta l'entrecreuament del col-lagen el color canvia de
verd/groc (fibres poc entrecreuades) fins a taronja/vermell (fibres molt
entrecreuades).

Les preparacions de les carotides, Iligades i contralaterals, es van desparafinar
amb 2 banys successius en xilol de 7 minuts cadascun. A continuacid es van
rehidratar mitjancant etanol absolut, de 95% i de 70% i aigua destil-lada,
realitzant dos banys successius de 3 min en cadascuna de les solucions. Les
restes d’etanol s’eliminaren amb aigua de l'aixeta, abans de realitzar I'Ultim
bany de 5 min en aigua destil-lada. Seguidament, les preparacions es van tenyir
amb la solucid de Vermell Siri durant 1 hora. Passat aquest temps, les
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preparacions es van rentar dues vegades durant 3 minuts amb aigua d'acid
acetic i es van deshidratar mitjancant etanol al 80%, etanol al 95% i etanol
absolut seguit de xilol, realitzant dos banys successius de 3 min en cadascuna
de les solucions seguit de dos banys de 3 min en Histoclear. Finalment es van
muntar amb Histomount.

12.3. Assaig de polimeritzacio del col-lagen

Per tal d'avaluar la capacitat del sobrenedant de les CMLV procedents dels
ratolins TgLOX per modificar el grau d'entrecreuament del col-lagen in vitro,
s’obtingueren CML d’aorta de ratolins TgLOX de les 2 families (a i b) i de ratolins
control, de 2 mesos d’edat, tal i com es detalla a I'apartat Metodologia 3.1.1.
Les CMLV, en passatge 2, es van sembrar a rad de 50.000 cel-lules/pou en placa
de 6. Passats 7 dies, se’ls canvia el medi, que es va recollir passats 3 dies. Els
sobrenedants es van centrifugar per tal d’extreure’n les cél-lules mortes i es van
concentrar 4 vegades mitjancant columnes d’exclusié (Amicon Ultra, 10 kDa;
Millipore). Es van pre-incubar 150 pl de col-lagen de tipus 1 neutralitzat (BD
Biosciences) durant 40 min a 37 °C en plagues amb fons de vidre (Willco Wells
B.V.). Un cop gelificat, es van afegir 400 ul del medi de cultiu concentrat sobre
el gel i tot plegat es va mantenir en I'incubador a 37 °C durant 24 h més. Passat
aquest temps, les preparacions es van observar per microscopia de reflexié en
un microscopi confocal, i les fibres de col-lagen es van captar realitzant seccions
en Z[329].
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13. ANALISI D'UNIO PROTEINA-ADN

13.1. Immunoprecipitacié de cromatina (ChIP)

Aguest metode permet analitzar la interaccié de determinats factors de
transcripcid i altres proteines a una regié de I'ADN in vivo. Per tal d’avaluar tant
la unié de SOX9 com el reclutament de la Histona H3 acetilada al promotor de
la FBLNS5, es va fer servir el seglient procediment:

Es van sembrar CMLV en plaques de 100 mm de diametre (3-
5~106cé|~|ules/placa) i, passats 3 dies, es van mantenir en medi sense sérum
durant 48 h. A continuacid, les cél-lules es van tractar amb LPS (100 ng/ml) o
TNFa (50 ng/ml) durant 24 h més. Seguidament, les cél-lules es van fixar en
formaldehid a I'1% durant 10 min. Aquest procés fixa la unio de les proteines a
I'ADN. La fixacid es va aturar afegint-hi glicina a una concentracié final de 125
mM durant 5 min a temperatura ambient. Les CMLV es van rentar i recollir en
PBS fred amb I'ajuda d’un raspador. Durant tot el procés, les mostres es van
mantenir a 4 °C i en preséncia d'un coctel d'inhibidors de proteases (CIP). Els
tubs es van centrifugar durant 5 min a 1250 g a 4 °C, i el pellet es va
resuspendre en 500 ul de tampd de lisi LB1 per lisar les membranes cel-lulars.
Les mostres es van incubar 10 min més a 4 °C, es van centrifugar 5 mina 1350 g
a4 °Ciel pellet es va resuspendre en 500 pl del tampd LB2 per tal d'eliminar-ne
detergents. Finalment, les mostres es van tornar a incubar 10 min a 4 °C amb
agitacio suau, es van centrifugar a 1350 g a 4 °C i el pellet es va resuspendre en
300 ul de tampd LB3 per tal de lisar els nuclis.

LB1 (lisi de membrana

cel-lular): LB2 (eliminaci6 de detergents): LB3 (ruptura de nuclis):

;‘zpes'KOH pH 50 mM | Tris-HCI pH 8.0 10 mM | Tris-HCI pH 8.0 10 mM
NaCl 140 mM | NaCl 200 mM | NaCl 100 mM
EDTA 1mM | EDTA 1mM | EDTA 1mM
Glicerol 10% | EGTA 0,5mM | EGTA 0,5 mM
NP40 1% | CIP 1% | Na-Deoxtcholate 0,1%
Trité X-100 0,3% N-Lauroylsarcosine 0,5%
CIP 1% CIP 1%

En aguest mateix tampd, el lisat es va sonicar a 4 °C en unes condicions
préviament optimitzades per a aquest tipus cel-lular i el sonicador Bioruptor™
UCD-200 (Diagenode) que permeten obtenir fragments d'ADN entre 200 i 500
pb: 2 cicles de 15 min (alternant 30 s en marxa i 30s apagat) amb una intensitat
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mitja. A continuacié, es va afegir Tritd X-100 (concentracié final 1%) i les
mostres es van centrifugar durant 10 min a 14.000 rpm a 4 °C. El sobrenedant
gue conté la cromatina fragmentada es va congelar a -20 °C fins al seu Us.

A continuacié es van rentar 50 ul de boles d'agarosa acoblades a proteina A
(Millipore). Es van resuspendre 50 pl de boles en 950 ul de PBS i es van
centrifugar a 1000 g durant 1 min. Es va repetir aquest rentat 3 cops i
finalment, es van resuspendre en 900 ul de tampd de dilucio.

Tamp6 de dilucié

Tris-HCI 16,7 mM
NaCl 167 mM
EDTA 1,2mM
Trité X-100 1%
SDS 0,01%
CIP 1%

A continuacio es van diluir 100 pl de la cromatina sonicada en els 900 ul de
tampd de dilucié que contenien les boles d'agarosa i es va incubar durant 30
min a 4 °C en agitacid. Aquest pas permet reduir les possibles interaccions
inespecifiques generades per les boles d'agarosa. A continuacio, els tubs es van
centrifugar a 1000 g durant 1 min i es va recollir el sobrenedant. En aquest
moment es va recollir un 5% de la mostra (50 ul) que es van utilitzar com a
"input" (que serveix com a referéncia de la quantitat de material de partida). Als
950 ul restants es va afegir 5 ug de I'anticos dirigit especificament contra la
proteina que es vol immunoprecipitar o la mateixa quantitat d'una IgG
inespecifica de I'especie en qué s'ha generat I'anticds que servira com a control
negatiu. Es va incubar la mescla durant 16 h a 4 °C en rotacié. El dia seglent, es
van rentar 50 pl de boles d'agarosa acoblades a proteina A com s'ha descrit
anteriorment i es van afegir a les mostres. La mescla es va incubar durant 60
min a 4 °C en rotacio, temps necessari per a que l'anticos s'uneixi a les boles
d'agarosa. Passat aquest temps, es van centrifugar els tubs (1000 g, 1 min, 4 °C)
i es va descartar el sobrenedant.

El pellet que contenia els complexes anticos/proteina/ADN acoblats a les boles
d'agarosa A es va rentar durant 5 min a 4 °C en agitacid suau de forma
successiva amb els segilients tampons: tampd de rentat de baixa concentracio
en sals, tampd de rentat d'alta concentracié en salts, tampd de rentat de LiCl i
finalment tampd TE 1X.
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1- Tampo de rentat baix en sals 2- Tampé de rentat concentrat en sals
SDs 0,1% | SDS 0,1%
Trit6 X-100 1% | Trité X-100 1%
EDTA 2mM | EDTA 2mM
Tris-HCI pH 8,0 20mM | Tris-HCI pH 8,0 20 mM
NaCl 150 mM | NaCl 500 mM
LiCl 0,5M | Tirs-HCI pH 8,0 10 mM
NP40 1% | EDTA 1mM
Deoxycholate 1%

EDTA 1mM

Tris-HCI pH 8,0 20 mM

Entre cada rentat, les mostres es van centrifugar a 1000 g durant 1 min a 4 °C i
es descartava el sobrenedant. Després de |'Ultim rentat, el pellet es va
resuspendre en 200 pl de tampd d'elucid (SDS 1%, NaHCos 100 mM) i es va
incubar durant 15 min a 65 °C en agitacid. El mateix es va fer amb les mostres
"input", que s'havien separat préviament, seguint el mateix protocol, a partir
d'aquest punt, de forma paral-lela a totes les mostres. Es van centrifugar els
tubs a 14.000 rpm durant 1 min i es va recuperar el sobrenedant.

Per tal de revertir la unié entre proteina i ADN, es van afegir 8 ul de NaCla5 M
(concentracid final de 200 mM) i es van incubar les mostres durant 4 h a 65 °C
en agitacié. A continuacio, es va afegir a cada mostra 8 pl de Tris-HCI pH 6,5a 1
M, 4 ul d'EDTA a 0,5 M i 0,8 ul de Proteinasa K a 10 mg/ml, i es va incubar la
mescla durant 1 h a 45 °C. Finalment I'ADN es va purificar mitjancant extraccié
per columna (PCR purification kit, Qiagen) i es va eluir en un volum final de 30
ul.

La quantificacié de I’ADN immunoprecipitat es va realitzar per PCR convencional
o per PCR a temps real segons el metode de SYBR-Green (veure Metodologia
6.3.). Es van dissenyar oligonucleodtids encebadors especifics per amplificar la
regié del promotor de FBLN5S desde -353 fins a -204 pb (respecte a I'ATG):

Oligonucleotids encebadors per amplificar el gen FBLNS5 en els estudis de ChIP

Sentit 5-TTGGTGAGCGCTGTAATCT-3'
Antisentit 5'- AGAGGGCTAAGCAAAACCA -3
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L'abundancia relativa de les seqléncies especifiques en I'ADN
immunoprecipitat es va determinar utilitzant el métode del AACt. Les
guantificacions es van corregir tenint en compte que el material
immunoprecipitat corresponia a un 5% de I'input.

14. ANALISI DE LA PROLIFERACIO DE CMLV

14.1. Recompte cel-lular

Les CMLV es van mantenir en cultiu en condicions estandards durant 72 h i
passat aquest temps, es van tripsinitzar i comptar mitjancant el Multisizer™ 3
Coulter Counter® (Beckman Coulter).

14.2. Determinacio de la sintesi d'ADN

Per tal de determinar I'index d'activitat mitogénica de les CMLV vam mesurar la
sintesi de novo d'ADN determinada mitjancant I'assaig d'incorporacidé de
timidina tritiada a I'ADN. Les CMLV es van sembrar en plaques de 24 pous i es
van deixar créixer fins a subconfluéncia. Seguidament, les cél-lules es van
cultivar amb medi pobre en factors de creixement (0,2% de SFB) durant 24 h, i
passat aquest temps, s'estimularen amb medi complet (20% SFB) moment en
gue també es va afegir, a les cél-lules, la timidina-[*H] (23Ci/mmol; Amersham,
Woburn, MA, USA) a una concentracié de 0,5 uCi/ml. Paral-lelament es va
realitzar el mateix experiment amb cél-lules en medi complert durant 24 h
abans de la incorporacié de la timidina-[* H]. Després de 24 h, els pous es van
rentar amb PBS, es van fixar amb metanol al 95% (5 min), es van tractar amb
Tricloroacetic al 10% (10 min) a 4 °C i finalment, es van homogeneitzar amb 250
ul de NaOH 0,3 N. Com a resultat, es van obtenir dues aliquotes de 100 ul que
es van comptar amb un comptador-p (Beckman Coulter™, LS 6500 Miltipurpose
Scintillation Counter).
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15. ANALISI DE LA MIGRACIO DE CMLV

15.1. Assaig de migracio per Cambra de Boyden modificada

L'assaig de migracio cel-lular es va realitzar mitjancant cambres de Boyden amb
membranes de policarbonat amb una mida de porus de 8 um recobertes amb
col-lagen (CytoSelect™ 24-Well Cell Invasion Assay) tal i com es descriu a
continuacio:

En primer lloc, es van hidratar els transwell amb medi de cultiu base (sense
complementar), aproximadament durant una hora a temperatura ambient. Es
va preparar una solucié de medi de cultiu amb PDGF-BB (Selleckchem, Munich,
Germany), un potent agent quimiotactic, a una concentracié de 25 ng/ml i es
van afegir 600 pl d'aquesta solucio al pou inferior per cada punt experimental. A
continuacid, es van col-locar els Transwells en els corresponents pous que
contenien el medi amb PDGF-BB. Per a cada condicié experimental es van
resuspendre 50.000 CMLV procedents del l'aorta dels ratolins control o
transgenics en 100 ul de medi complet i es van transferir al compartiment
superior dels transwells. Les CMLV es van incubar durant 4 h a 37 °C, 5% CO, en
atmosfera humida i, passat aquest temps, es va eliminar el medi de cultiu. Amb
un bastonet humit amb PBS calent es va netejar la part superior del transwell
(on s'havien afegit les cel-lules), per tal d'eliminar les cél-lules que no havien
migrat, i el PBS sobrant es va eliminar amb pipeta. Seguidament, es va incubar
el transwell amb paraformaldehid al 3% (15 min) per fixar les cel-lules i a
continuacio, es van tenyir les parts superior i inferior de cada transwell amb
Cristall Violeta al 0,1% en metanol al 20% en PBS durant 2 minuts. Passat aquest
temps, els trasnwells es van rentar amb PBS per eliminar-ne |'excés de colorant.
Un cop el pou estava sec, es va afegir al pou inferior 200 ul d'acid acetic al 10% i
el transwell es va incubar 10 minuts en un agitador orbital per tal d'eluir el
cristall violeta que havia tenyit les cel-lules que havien migrat. Passat aquest
temps es van transferir 100 pl de cada mostra a una placa de 96 pous i es va
mesurar 'absorbancia a 560 nm en un lector de plaques.

MLV Figura 36. Esquema
representatiu de |'assaig
de migracié en cambra de
\CMLV que han migrat Boyden modificada.

—— Membrana (8 um)

+PDGF-BB——— ~
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15.2. Assaig de reparacio de ferida

Es van sembrar CMLV de ratoli en plaques de 12 pous i es van deixar créixer fins
assolir un 80% de confluencia. La monocapa cellular va ser denudada
mitjancant el raspat amb una punta de pipeta P200. Tot seguit es va rentar amb
PBS per eliminar-ne les restes cel-lulars i es va afegir medi fresc complementat
amb un 20% de serum fetal bovi com a estimul migratori. La placa es va deixar
en cultiu durant 16 h a 37 °C, 5% CO, en atmosfera humida i, passat aquest
temps, es va determinar l'area envaida mitjancant un microscopi invertit en
mode contrast de fase (DMIRE2, Leica) amb el qual es van visualitzar i captar 4
camps diferents per punt experimental. L'area envaida es va quantificar
mitjancant el programa informatic Image J (NIH, Bethesda, MD, USA).

16. ANALISI ESTADISTICA

Els resultats s’expressen com a la mitjana + I'error estandard de la mitjana
(SEM), o bé la desviacié estandard de la mitjana (SD). L’avaluacié estadistica
dels resultats es va realitzar segons |'analisi de la variancia (ANOVA) o per la
prova t de Student, en funcié del nombre de grups comparats. En els estudis
realitzats amb animals o amb mostres humanes es va aplicar el test no
parametric Mann-Whitney. En aquells casos en qué es van trobar diferéncies
significatives entre grups, es va aplicar el test de comparacié multiple de Tukey-
Kramer. 'analisi es va realitzar amb el programa estadistic GraphPad Instat. Les
diferéncies es consideraren significatives per a p<0,05.
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1. GENERACIO | CARACTERITZACIO D'UN RATOLI TRANSGENIC
QUE SOBRE-EXPRESSA LA LOX ESPECIFICAMENT EN CML

Per tal d’estudiar el paper de la LOX en el desenvolupament de |'aterosclerosi i
de I'AAA hem desenvolupat un model animal (TgLOX) que expressa la LOX
humana (LOXh) sota el control del promotor de SM22a, el qual dirigeix
I'expressié especificament a cél-lula muscular llisa (CML). Tal i com s’explica a la
seccié de Metodologia, hem generat dues families de ratolins transgenics (a i
b). El substrat genétic en qué es va microinjectar el transgen (Balb/c) s’ha
purificat a C57BL/6J mitjancant creuaments successius i la descendéncia
positiva pel transgen s'ha seleccionant mitjancant PCR convencional (Fig. 37).
Actualment, el model és >99,9% C57BL/6J i esta llest per a utilitzar en diferents
procediments experimentals. Abans, pero, ha calgut fer una serie d’estudis de
fenotipat per tal de demostrar que aquests ratolins no només han incorporat el
transgen, sind que sobre-expressen la LOXh a nivell proteic i que aquesta és
funcional.

TgLOX
CT (a) (b)

Figura 37. Comprovacio de la incorporacié del transgen de la LOXh en els ratolins TgLOX.
A) Es van establir dues linies transgeniques estables (a i b) mitjancant metodes
convencionals. La descendéncia es va seleccionar per PCR a partir de DNA genomic de
biopsies de la cua dels ratolins. El gel d'agarosa mostra el fragment amplificat de 360
pb corresponent a una part del promotor SM22a i la regidé adjacent de I'ADNc de la
LOXh en mostres de les dues families, a i b, fragment que no és detectat en el ratoli
control (CT).

Els animals de les dues linies (a i b) sén viables, sans, fertils i mostren una
transmissid estable del transgén entre generacions seguint les ratios
Mendelianes, suggerint que els ratolins TgLOX presenten un desenvolupament
embrionari normal. Com mostren les Taules 13. i 14., els animals arriben a
I'edat adulta amb normalitat, sense diferencies fenotipiques evidents en el pes
corporal, els valors de pressié sanguinia, la concentracio de lipids en plasma o
els parametres ecocardiografics, comparats amb els seus companys salvatges.
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Taula 13. Pressié sanguinia sistolica, pes corporal i valors lipidics (ratolins de 4

mesos)
PSS (mmHg)* 117 +9,88 105 £9,29
Pes corporal (g) 27,32 +1,48 27,5+1,90
TG (mg/dL) 63,4 £ 19,15 90,6 +32,77
Colesterol (mg/dL) 89,6 + 14,6 98,4 + 13,05
HDL (mg/dL) 68,6 +12,8 72,5+9,8

PSS: pressio sanguinia sistolica; TG: triglicérids. Dades expressades com a mitjana +SD
* Promig de 10 mesures per cada ratoli i dia. El valor de PSS es establir a partir de les mesures de

3 dies consecutius.

Taula 14. Parametres ecocardiografics

CT (n=5) TgLOX (n=5)

LVPWd (mm) 1,04 +0,11 0,98 + 0,07
LVPWSs (mm) 1,51+0,17 1,41 £0,07
IVSd (mm) 1,05 +0,09 1,03+0,11
IVSs (mm) 1,54 +0,13 1,46 £0,10
LVIDd (mm) 3,77 £0,15 3,42 +0,19
LVIDs (mm) 2,54+0,1 2,25+0,21
FS (%) 37,26 +2,85 39,54 +2,87
EF (%) 67,62 + 3,57 69,77 £4,59
LV mass (mg) 104,46 + 7,86 100,70 + 4,09
Volum sistélic (uL) 35,85+1,14 33,04 £1,98
Despesa cardiaca (ml/min) 16,12 +0,34 19,25 + 4,25

Els valors sén la mitjana + SEM.

LV: Ventricle esquerre; PW: Gruix de la paret posterior; d: Diastole; s: Sistole; IVS: Gruix de I'enva
ventricular; ID: Diametre intern; FS: Escurcament fraccional; EF: Fraccio d'ejeccid.

Per tal d'analitzar la selectivitat del transgen per a aquells teixits rics en CML, es
van mesurar els nivells d’expressid d'aquest en 9 organs dels ratolins TgLOX
adults mitjangant PCR a temps real. Aixi, es va detectar una forta expressié de la
LOXh en aquells teixits rics en CML com l'aorta, la bufeta o I'Uter, mentre que
altres teixits com el fetge, presentaven una expressidé més feble. Cal destacar
que les dues families presentaven un patré d'expressid similar i, per aquest
motiu, en els estudis posteriors es van utilitzar ambdues families indistintament
(Fig. 38 A). A més, es va comprovar que l'expressié endogena de la LOX i els
seus isoenzims no es veia afectada per la sobre-expressié del transgen (Fig. 38
B).
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Figura 38. Caracteritzacié del patré d'expressié tissular de la LOX en el ratoli transgénic
TgLOX. A) Nivells relatius d'ARNm de la LOXh en diferents teixits del ratoli TgLOX
(families a i b) obtinguts per PCR a temps real. Per tal de comparar entre teixits, es va
assignar un valor arbitrari de 100 a l'aorta (familia b), teixit que mostra la major
expressio. Els resultats s'expressen com a mitjana + SEM (n=9; M. esq., muscul
esquelétic; |. prim, intesti prim). B) Nivells endogens d'ARNm de la LOX i els isoenzims
LOXL en l'aorta dels ratolins control (CT; barres blanques) i dels ratolins transgenics
(TgLOX; barres negres) obtinguts per PCR a temps real. Les dades s'expressen com a
mitjana + SEM (n=9 ratolins per grup; *p<0,001 vs CT).
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Paral-lelament, es va corroborar la sobre-expressié de la LOX en la capa media
de I'artéria aorta i carodtida dels ratolins transgénics per immunohistoquimica
(Fig. 39) sense observar, de nou, diferéncies significatives entre les dues
families de transgenics.

CT

Aorta

L
2

d - ']

0 - b
© <

oll X - - A
m -~
‘= - 3 ol |9

¢ | e | B

E N e

Figura 39. Patré d'expressié de la LOX a la paret arterial del ratoli TgLOX. Analisi per
immunohistoquimica de I'expressido de la LOX (color marrd) en les artéries aorta i
carotida dels ratolins control (CT) i transgénics (TgLOX). Les arees seleccionades es
mostren a major augment. Barra = 30 um.

1.1. Els ratolins transgénics TgLOX sobre-expressen la LOX
enzimaticament activa

Un cop establert el model de ratoli transgenic que sobre-expressa la LOX
humana especificament en CML, vam comprovar que la proteina sobre-
expressada era cataliticament activa. Amb aquest objectiu, vam determinar si la
sobre-expressié de la LOX tenia algun efecte en el contingut o estructura del
seu substrat, el col-lagen. Vam analitzar el contingut de col-lagen a l'aorta dels
ratolins TgLOX pel métode colorimetric de quantificacié d'hidroxiprolina. No
vam detectar diferencies significatives en el contingut de col-lagen total, entre
els animals control i els transgeénics (Fig. 40 A). Tanmateix, vam detectar
diferencies en el grau d'entrecreuament d'aquest col-lagen mitjancant la tincio
amb vermell siri analitzada sota llum polaritzada. Aquesta tincio, a diferéncia de
les tincions de col-lagen classiques com la tincid amb tricomic de Masson,
permet diferenciar el grau d'entrecreuament de les fibres de col-lagen. Quan
s'observen les preparacions a través de llum polaritzada apareix un gradient de
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color que depeéen del gruix de la fibra; a mesura que augmenta I'entrecreuament
del col-lagen el color canvia de verd/groc (fibres poc entrecreuades) fins a
taronja/vermell (fibres molt entrecreuades) [487]. Els resultats mostren uns
nivells més elevats de col-lagen madur (color vermell) a la capa media dels
ratolins transgénics comparat amb els ratolins control (Fig. 40 B). Aixi, podem
determinar que la sobre-expressié de la LOX provoca un augment de
I'entrecreuament de les fibres de col-lagen a la capa media vascular en el
ratolins TgLOX comparat amb els ratolins control.
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Figura 40. La sobre-expressié de la LOX potencia la maduracié del col-lagen a la capa
media de I'aorta del ratoli TgLOX. A) Es va determinar el contingut de col-lagen vascular
mitjancant l'analisi del contingut d'hidroxiprolina en I'aorta dels ratolins control (CT) i
dels ratolins transgenics (TgLOX) (n=6). B) Analisi del grau d'entrecreuament de les
fibres de col-lagen mitjancant la tincid amb vermell siri analitzada amb llum polaritzada
en la capa média de |'aorta dels ratolins TgLOX i els seus companys de camada control
(CT) (n=7). Tincié representativa (panell esquerre) i quantificacié de les arees tenyides
(panell dret). Els resultats s'expressen com a mitjana £ SEM (CT: n=7, TgLOX, n=6;
*p<0,001 vs. CT).
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Amb I'objectiu de realitzar estudis funcionals de I'activitat de la LOX en aquests
animals, es van aillar CML de l'aorta dels ratolins transgénics i dels seus
companys de camada salvatges mitjancant la tecnica d’explants i es va avaluar
I'activitat LOX en els sobrenedants d'aquestes cél-lules. Mitjancant un assaig
fluorescent d'alta sensibilitat, es va detectar una major activitat enzimatica LOX
en aquells sobrenedants procedents de les cél-lules que sobre-expressen la LOX
qgue en els de les cel-lules control (Fig. 41). La capacitat de la LOX secretada per
les CMLV d’induir la polimeritzacid de col-lagen es va avaluar mitjancant un
métode in vitro que permet visualitzar la formacié de fibres de col-lagen per
microscopia confocal. Els sobrenedants de CMLV provinents de ratolins
transgenics induien una polimeritzacié de col-lagen superior a la promoguda
pels sobrenedants de les CMLV dels animals control (Fig. 42).
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Figura 41. Els sobrenedants provinents de CMLV de ratolins transgenics presenten un
augment de l'activitat enzimatica LOX. Es va avaluar l'activitat LOX, expressada com a
mitjana + SEM, en els sobrenedants de CMLV obtingudes dels ratolins control (CT) i
transgénics (TgLOX) mitjangant un assaig fluorimeétric (n=9; *p<0,001 vs. CT).
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Figura 42. Els sobrenedants de CMLV procedents dels ratolins TgLOX indueixen una major
polimeritzacié del col-lagen que els de les cél-lules d'animals control. Els sobrenedants
concentrats obtinguts a partir de CMLV dels ratolins CT i TgLOX mantingudes en cultiu
durant 3 dies es van incubar 24 h a 37 °C amb col-lagen tipus |, tal i com s'especifica a la
seccié Metodologia. Les preparacions es van observar per microscopia de reflexié en un
microscopi confocal i es van obtenir fotomicrografies corresponents a la maxima
projeccié d'una série en Z (18 seccions); es mostra també un unic pla de la série Z
(panell dret). En les imatges es pot observar una major densitat de les fibres de
col-lagen en els sobrenedants de les cel-lules transgeniques.
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Mitjancant citometria de flux, Western blot i immunocitoquimica vam
comprovar que les CML procedents de I'aorta dels ratolins transgenics TgLOX
presentaven nivells elevats de LOX humana, prenent com a control les cel-lules
procedents dels ratolins salvatges (Fig. 43 i 44).
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Figura 43. CMLV dels animals TgLOX sobre-expressen la LOX correctament. Es van aillar
CML de l'aorta dels ratolins control (CT) i transgénics (TgLOX) tal i com s'especifica a la
seccié Metodologia. Histograma representatiu de I'expressié de la LOX analitzada per
citometria de flux en CMLV de ratolins control (CT; linia grisa) i transgenic (TgLOX; linia
negra). El grafic de la dreta mostra la intensitat de fluorescéncia mitjana (IFM)
detectada en cel-lules procedents de 4 aillaments de CMLV diferents tant d'animals CT
com de TgLOX.

L'analisi per Western blot mostra un augment tant del pro-enzim (50 kDa) com
de la forma madura de la LOX (32-36 kDa) en les cel-lules dels ratolins TgLOX,
aixi com un augment de la secrecio d'aquesta proteina madura al medi de cultiu
avaluada en el medi condicionat de les cél-lules (Fig. 44 A). En concordanca,
també s'observa un augment de la immunotincio especifica per a la LOXh a les
cél-lules dels animals transgénics (Fig. 44 B). Varem descartar que la transgénesi
alterés I'expressid endogena de la LOX i dels seus isoenzims degut a un possible
efecte compensatori. Efectivament, no s'observaren diferencies en els nivells
d'ARNm d'aquestes proteines entre les cél-lules control i les transgeniques (Fig.
45).
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Figura 44. CMLV dels animals TgLOX sintetitzen, processen i secreten la LOX
correctament. Es van aillar CML de |'aorta dels ratolins control (CT) i transgénics (TgLOX)
com s'especifica a la seccid Metodologia. Es va analitzar I'expressié de la LOX mitjancant
Western blot (A) i immunocitoquimica (B). Es van determinar els nivells proteics de LOX
en els extractes cel-lulars i en els sobrenedants de les CMLV tant dels animals CT com
dels TgLOX. S'indica la posicid del pro-enzim (ProLOX) aixi com de la forma madura
(LOX). Es va analitzar la B-actina com a control de carrega.
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Figura 45. Els nivells d'expressié endogens de la LOX i els seus isoenzims no es veuen
alterats per un possible efecte compensatori en CMLV. Es van aillar CML de |'aorta dels
ratolins control (CT) i transgenics (TgLOX) com s'especifica a la seccié Metodologia.
Nivells endogens d'ARNm de la LOX i els isoenzims LOXL en CMLV obtingudes dels
ratolins control (CT; barres blanques) i dels ratolins transgénics (TgLOX; barres negres)
avaluats per PCR a temps real. Les dades s'expressen com a mitjana + SEM (n=6 ratolins

per grup).
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En resum, podem afirmar que en les CMLV procedents dels ratolins transgenics,
la LOX se sobre-expressa, processa i secreta correctament a I'espai
extracel-lular, on indueix la maduracié del col-lagen de la matriu extracel-lular.

2. LA SOBRE-EXPRESSIO DE LA LOX REDUEIX LA TAXA DE
PROLIFERACIO CEL-LULAR EN CMLV MURINES | HUMANES

Les CMLV procedents dels ratolins TgLOX mostraven una reduccidé de fins un
50% en el recompte cel-lular, després d'haver estat mantingudes en cultiu en
condicions estandard durant 72 h, comparat amb les cél-lules control (Fig. 46
A). Aquest comportament suggeria una possible implicacid de la LOX en el
control de la proliferacié de les CMLV. En aquest context, vam mesurar la sintesi
d'ADN de novo mitjancant l'assaig d’incorporacié de [H]*timidina com a mesura
indirecta de I'index d'activitat mitogenica. Les CMLV dels ratolins transgénics en
creixement en medi complert mostraven una menor taxa d’incorporacié de
[H]*timidina que les cel-lules procedents dels ratolins salvatges (Fig. 46 B).

De forma analoga, la sintesi d'ADN estava reduida en les cél-lules quiescents
procedents d'animals transgenics comparades amb les cel-lules control,
reduccié que es mantenia després de I'estimulacié amb SFB. Resultats similars
es van obtenir en CMLV humanes que sobre-expressaven la LOX mitjancant un
sistema lentiviral, en comparacié amb CMLV transduides amb el vector buit
(Fig. 47 A i B). Complementariament, vam determinar |'efecte de la sobre-
expressid de la LOX sobre marcadors de proliferacié o de canvi fenotipic de les
CML com l'antigen nuclear de proliferacié cel-lular (PCNA) o la cadena pesada
de la miosina de muscul llis embrionari (Myh10). Vam detectar una marcada
reduccié en I'expressio d'aquests marcadors en CMLV que sobre-expressaven la
LOX, tant en cel-lules procedents dels ratolins transgenics com en CMLV
humanes transduides amb el vector lentiviral de la LOX (Fig. 48).
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Figura 46. La sobre-expressié de la LOX en CMLV redueix la taxa de proliferacié cel-lular.
Les CML obtingudes a partir de I'aorta dels ratolins control (CT; barres blanques) i
transgénics (TgLOX; barres negres) es van cultivar en medi complert i es va analitzar la
seva proliferacié mitjancant un recompte cel-lular (A) o mitjancant la mesura de la
incorporacio de [H]stimidina (B). Els resultats s'expressen com la mitjana = SEM de tres
experiments realitzats en quintuplicat. ¥*p<0,02 vs. CT.
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Figura 47. La sobre-expressié de la LOX en CMLV redueix la taxa de proliferacié cel-lular.
A) La taxa d'incorporacio de [HP’timidina es va avaluar en CMLV obtingudes a partir de
I'aorta dels ratolins control (CT; barres blanques) i transgenics (TgLOX; barres negres)
mantingudes 24 h en medi sense complementar amb sérum, estimulades (+SFB) o no (-
SFB) amb un 20 % de SFB. B) L'index mitogeénic es va determinar en CMLV humanes
transduides amb un vector lentiviral que codifica la LOX (LV-LOX; barres negres) o amb
el corresponent vector buit (Vector; barres blanques) en les mateixes condicions
descrites en A). Els resultats s'expressen com a mitjana + SEM de tres experiments
realitzats en quintuplicat. *p<0,001 vs. cel-lules CT quiescents; #p<0,001 vs. cel-lules CT
induides amb SFB.
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Figura 48. La sobre-expressié de la LOX en CMLV redueix I'expressié de marcadors de
proliferacié cel-lular o de canvi fenotipic. A i C) Western blot representatiu corresponent
a l'expressio de PCNA, Myh10 i LOX en cél-lules control (CT) i transgéniques (TgLOX) o
en CMLV humanes transduides amb un vector lentiviral que codifica la LOX (LV-LOX) o
amb el corresponent vector buit (Vector). Es va avaluar la GAPDH com a control de
carrega. B i D) Imatge representativa corresponent a I'analisi de PCNA i Myh10 per
immunocitoquimica en aquestes cél-lules.
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Posteriorment, vam determinar si la reduccio en la taxa de proliferacio en les
cél-lules que sobre-expressen la LOX s'‘acompanyava per canvis en |'activacié de
les vies AKT i ERK-1/2, dues vies de transduccié de senyals involucrades en la
proliferacid de les CMLV i la restenosi [266], [313], [314], [488]. Aixi, la sobre-
expressio de la LOX tant en CMLV murines (Fig. 49 A i B) com humanes (Fig. 50
A i B), provoca una atenuacio de I'activacio per SFB de les vies de senyalitzacio
AKT i ERK-1/2. Tanmateix, no vam observar diferéncies en I'activacio de la via de
p38 per SFB entre les cél-lules que sobre-expressaven la LOX i les cel-lules
control (Fig. 51 A i B), suggerint que aquesta via no participava en |'activitat
antiproliferativa de la LOX en CMLV.

A continuacid, vam estudiar quin paper juga la LOX en el control de la migracid
de les CMLV. Vam avaluar la resposta quimiotactica de les cél-lules control i
transgeniques en resposta al PDGF-BB, un potent agent mitogen, mitjancant
cambres de Boyden modificades. Com s'observa a la Figura 52 A, les cel-lules
transgeniques mostraven un augment en la resposta quimiotactica al PDGF-BB
comparat amb les cél-lules control provinents dels ratolins salvatges, tot i que
aquest efecte era molt discret.

Vam complementar aquests resultats amb un estudi de reparacié de ferida,
técnica que al temps d'analisi (16 h) reflecteix I'efecte combinat de proliferacio i
migracié de les cél-lules. Els resultats obtinguts mostren que I'area envaida per
les CMLV dels ratolins transgenics era menor que la de les cél-lules control (Fig.
52 BiC).
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Figura 49. La LOX inhibeix I'activacié d'Akt i Erk1/2 en CMLV murines. Efecte de la sobre-
expressié de la LOX sobre I'activacid per SFB d'AKT (p-AKT) i ERK1/2 (p-ERK1/2) en CMLV
dels ratolins trangenics (TgLOX) o dels ratolins control (CT) analitzat per Western blot
(A). Es mostren també els nivells proteics d'AKT (t-AKT) i ERK1/2 (t-ERK1/2) total. La
GAPDH es va analitzar com a control de carrega. B) El grafic de barres mostra el patré
temporal de la fosforilacio d'AKT i ERK1/2 en aquestes cel-lules. Els valors es van obtenir
mitjancant I'analisi densitometrica dels Western blots i s'expressen com |'augment dels
nivells de pAKT, pERK1/2 en referéncia a les cél-lules control (CT) a temps 0. Els resultats
es van normalitzar pel valor corresponent de la quinasa total i s'expressen com a
mitjana * SEM (n=4; p<0,05: * vs. cel-lules a temps O; # vs. cel-lules CT en el mateix
temps d'analisi).
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Figura 50. La LOX inhibeix I'activacié d'Akt i Erk1/2 en CMLV humanes. Efecte de la sobre-
expressio de la LOX sobre I'activacio per SFB d'AKT (p-AKT) i ERK1/2 (p-ERK1/2) en CMLV
humanes transduides amb el vector lentiviral que codifica la LOX (LV-LOX) o amb el
corresponent vector buit (Vector) analitzat per Western blot (A). Es mostren també els
nivells proteics d'AKT (t-AKT) i ERK1/2 (t-ERK1/2) total. La GAPDH es va analitzar com a
control de carrega. El grafic de barres mostra el patré temporal de la fosforilacié d'AKT i
ERK1/2 en aquestes céllules. Els valors es van obtenir mitjancant I'analisi
densitomeétrica dels Western blots i s'expressen com l'augment dels nivells de pAKT,
PERK1/2 en referéncia a les cél-lules control (Vector) a temps 0. Els resultats es van
normalitzar pel valor corresponent de la quinasa total i s'expressen com a mitjana +
SEM (n=4; p<0,05: * vs. cel-lules a temps O; # vs. cel-lules Vector en el mateix temps
d'analisi).
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Figura 51. La sobre-expressié de LOX no afecta |'activacié de p38 per sérum. Efecte de la
sobre-expressié de la LOX sobre l'activacié per SFB de p38 en CMLV dels ratolins
trangenics (TgLOX) o dels ratolins control (CT) analitzat per Western blot. Es mostren
també els nivells proteics de p38 total. La GAPDH es va analitzar com a control de
carrega. El grafic de barres mostra el patré temporal de la fosforilacid de p38 en
aquestes cel-lules. Els valors es van obtenir mitjancant I'analisi densitomeétrica dels
Westerns blots i s'expressen com l'augment dels nivells de p-p38 en referéncia a les
cél-lules control (CT) a temps O. Els resultats es van normalitzar pel valor corresponent
de la quinasa total i s'expressen com la mitjana + SEM (n=4).
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Figura 52. La sobre-expressid de la LOX afecta les propietats quimiotactiques de les
CMLV. A) Migracio de les CMLV dels ratolins control (CT) i transgenics (TgLOX) avaluada
mitjancant cambres de Boyden modificades. Els resultats s'expressen com la mitjana
+SEM i provenen de quatre experiments realitzats per quadruplicat. B) Imatges
representatives de |'assaig de reparacié de ferida en CMLV procedents dels ratolins
transgénics (TgLOX) i control (CT). Les linies marquen la posicid original de I'area
denudada. Després de 16 h, les cél-lules es van fixar, tenyir i quantificar (4 cops per punt
experimental). C) Quantificacid de l'area envaida. Els resultats s'expressen com la
mitjana = SEM i provenen de tres experiments realitzats per quadruplicat. (*p<0,05 vs.
CT).
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3. AVALUACIO DEL PAPER DE LA LOX EN EL REMODELAT
VASCULAR INDUIT PER LLIGADURA DE L'ARTERIA CAROTIDA

3.1. La sobre-expressidé de la LOX atenua la formacid de
neointima induida per la lligadura de I'artéria carotida.

Els resultats mostrats anteriorment indicaven que la LOX participava en el
control de la proliferacié de les CMLV. Per establir el seu sentit fisiologic, es va
analitzar quin efecte tenia la sobre-expressié de la LOX en CMLV en
I'engruiximent de la neointima mitjancant el model de lesid per lligadura de
carotida. Com s’indica a la seccid de Metodologia, la carotida esquerra es lliga
just en el punt anterior de la bifurcacié en carotida interna i externa. D’aquesta
manera s’aconsegueix un tram sencer d’artéria d’'uns 9 mm de llarg on s’hi
generara lesid per estrés hemodinamic. Seguint els resultats publicats per altres
grups d’investigacié [489]-[495] i en funcid de les nostres observacions durant
la posada a punt de la técnica hem utilitzat ratolins de 4 mesos d’edat, els quals
s’han sacrificat 3 setmanes després de la lligadura. Es van incloure 10 ratolins
transgenics i 12 germans no transgenics. A més a més, es van realitzar dues
operacions control amb un animal de cada grup, als que se'ls va realitzar tot el
procediment quirurgic, incloent-hi la disseccié de I'artéeria carotida, pero sense
lligar-la. Les carotides s’analitzaren histologicament 21 dies després de la
lligadura. En primer lloc, es va localitzar la zona del nus, per tal de comprovar
gue aquest havia obstruit totalment el vas. A partir d’aguest punt, es van
realitzar talls successius de 5 um de gruix, els quals es disposaren en
portaobjectes a intervals de 100 um. Les analisis histologiques mitjancant la
tincio d’hematoxilina-eosina mostraven un remodelat vascular substancial en
els animals control, que es va veure significativament atenuat en els animals
gue sobre-expressen la LOX (Fig. 53 A). Les dades obtingudes mitjancant I'analisi
morfometrica constataven que els animals TgLOX presentaven una reduccié del
percentatge d’estenosi i una reduccid, tant de I'area de la intima com de la
media, de la paret de I'artéeria carotida (Fig 53. B).
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Figura 53. La sobre-expressié de la LOX limita el remodelat vascular en el model de
lligadura de carotida en ratoli. Es van obtenir les arteries carotides esquerres dels
ratolins transgenics (TgLOX) (n=10) i control (CT) (n=12) 21 dies després de la seva
lligadura permanent i es va realitzar una analisi morfometrica d'aquestes, tal com
s'especifica a la seccid6 de Metodologia. A) Imatges corresponents a la tincid amb
hematoxilina i eosina de les carotides lligades d'animals CT i TgLOX. B) Analisi
morfometrica de l'area de I'intima i de la média aixi com del percentatge d'estenosi de
les seccions que comprenen la regid entre 1,4 mm fins a 1,6 mm des del punt de

de laintima

(km? x 10%)

Area

~

(um?x 10%)

Area de la media

% Estenosi

N
~

N
o
L

=
(o]
s

=
N
N

[ee]

IN

o

N
o
)

=
(o2}
L

[y
N
L

©

IN

cT

TgLOX

o

100

75

50

25

cT

TgLOX

cT

TgLOX

lligadura. Les dades s'expressen com la mitjana + SEM.(*p<0,05 vs. animals CT).
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Com mostra la Figura 54, aquest efecte va anar acompanyat per una reduccio
en |'expressié del marcador de proliferacio PCNA en les artéries lligades dels
animals transgenics, suggerint que la sobre-expressid de la LOX atenua la
formacié de lesid per dany vascular mitjancant la inhibicid de la proliferacio de
les CMLV.

cT TgLOX
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PONANY S ses~ il | Do SN2  poNa

Figura 54. Les carotides lligades dels ratolins TgLOX que sobre-expressen la LOX mostren
una reduccié en el marcador de I'estat proliferatiu PCNA. Es van obtenir les arteries
carotides esquerres dels ratolins transgénics (TgLOX) (n=10) i control. L'expressio del
PCNA es va avaluar per immunohistoquimica.
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Paral-lelament, vam realitzar un estudi del contingut i composicié de col-lagen
de les arteries carotides lligades i les corresponents contralaterals mitjancant la
tinciéo amb vermell siri analitzada amb llum polaritzada. En concordanga amb els
resultats obtinguts a l'aorta, la média de les arteries carotides lligades i les
corresponents contralaterals dels ratolins TgLOX mostren un augment de la
refringéncia indicatiu d'un major contingut de col-lagen madur, comparat amb
els ratolins control (Fig. 55). Tanmateix, a la neointima de les arteries lligades
dels animals TgLOX tan sols s'observa la presencia de col-lagen madur de forma
esporadica.

A Contralateral

cT TgLOX

Artéries carotides lligades

cT

TgLOX

Figura 55. La sobre-expressio de la LOX incrementa la maduracié del col-lagen a la capa
media de la carotida del ratoli TgLOX. Es van obtenir les arteries carotides esquerres dels
ratolins transgenics (TgLOX) (n=10) i control (CT) (n=12) 21 dies després de la lligacid
permanent d'aquestes aixi com les corresponents artéries carotides dretes
(contralaterals). Es va realitzar una analisi del grau d'entrecreuament de les fibres de
col-lagen mitjancant la tincid amb vermell siri analitzada amb llum polaritzada en la
capa meédia de les carotides del ratolins TgLOX i els CT. A) Tincid representativa de les
artéries carotides contralaterals. B) Tincid representativa de les artéries carotides
lligades. Les fletxes indiquen regions refringents corresponents a fibres de col-lagen
entrecreuades.
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3.2. Estudi del paper de la LOX en la resposta inflamatoria
desencadenada per la lligadura de carotida

Vam analitzar la resposta inflamatoria desencadenada en el model de lligadura
de carotida en els ratolins TgLOX per tal de determinar si la LOX podia tenir
algun paper regulador en el seu desenvolupament. Vam realitzar un recompte
de cel-lules sanguinies durant les 3 setmanes posteriors a la lligadura, que, en
concordanca amb altres estudis publicats [496], [497], ens va permetre detectar
un increment significatiu de monocits 3 dies després de la lligadura de la
carotida tant en el grup control com en el transgenic, malgrat que no
s'observaren diferéncies significatives entre els dos grups experimentals (Fig.
56). S'ha descrit que en aquest model, la resposta inflamatoria vascular és
transitoria i només és evident en els primers dies (3-7 dies) després de la lligacio
pero no a punt final (3 setmanes).
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Figura 56. Recompte de cel-lules sanguinies durant els 21 dies posteriors a la lligadura de
I'artéria carotida. A) Numero de cel-lules blanques circulants en animals control (CT) i
transgénics (TgLOX) després de la lligadura de l'arteria carotida. B) Recompte del
ndmero de monocits circulants (CTM: cel-lules de mida mitja; subgrup de cél-lules
sanguinies blanques que consisteix principalment en monocits), limfocits (LIMF) i
granulocits (GRAN) en aquests animals. Les dades s'expressen com la mitjana + SEM.
(*p<0,05 vs. animals CT o TgLOX a temps inicial; n=8)
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Vam analitzar la infiltracid de macrofags en les arteries carotides lligades 3
setmanes després de la lligacié mitjancant la immunodeteccid de Mac3.
Aquesta analisi va detectar una baixa infiltracié de macrofags en la capa intima
sense diferéncies apreciables entre els animals controls i transgénics (Fig. 57).

Control TgLOX

Mac3 ' , i

Figura 57. Infiltraci6 de macrofags en la neointima de les carotides lligades. Tincid
immunohistoquimica de Mac3 contratenyida amb hematoxilina en seccions de l'artéria
carotida dels ratolins control (CT) i transgenics (TgLOX) 3 setmanes després de la
lligacid. Barra: 30 um.

Seguidament, vam analitzar els nivells d'expressié de la citocina proinflamatoria
MCP-1, ja que s'ha descrit que la sobre-expressiod adenoviral de la LOX inhibeix
I'expressid d'MCP-1 en CMLV de rata [356]. En concordanca, el nostre model
mostrava una disminucié del marcatge per MCP-1 a la neointima de les artéries
carotides lligades dels ratolins TgLOX, en comparacié amb els seus companys de
camada salvatges (Fig. 58 A). Tanmateix, la sobre-expressié vascular de la LOX
no va afectar els nivells circulants de MCP-1, que es van mantenir estables als 3,
14 i 21 dies després de la lligadura tant en el ratoli transgenic com en el control
(Fig. 58 B). Aixi mateix, la sobre-expressio de LOX reduia tant els nivells d'’ARNm
com els nivells de secrecié de MCP-1 en CMLV en cultiu, mentre que |'expressio
d'altres citocines no es veia afectada (Fig. 59 A i B).
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Figura 58. La sobre-expressié de la LOX redueix I'expressié d'MCP-1 en la neointima de les
carotides lligades. A) Immunodeteccié especifica per MCP-1 en seccions de les arteries
carotides lligades de ratolins control (CT) i transgenic (TgLOX) 3 setmanes després de la
lligacié contratenyides amb hematoxilina. Les arees indicades es mostren a un major
augment (barra=30 um). B) Nivells d'MCP-1 en serum dels animals CT (n=12 i TgLOX
(n=10) sotmesos a lligadura d'arteria carotida. Les dades s'expressen com la mitjana *

SEM.
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Figura 59. La sobre-expressid de la LOX redueix I'expressié d'MCP-1 en CMLV en cultiu. A)
Nivells d'ARNm de les citocines indicades avaluades mitjancant PCR a temps real en
CMLV de l'aorta dels ratolins control (CT) i TgLOX. B) Nivells de MCP-1 secretat al medi
de cultiu determinats per ELISA. Les dades s'expressen com la mitjana + SEM. (n=6;
*p<0,05 vs cél-lules CT; ND, no detectat).
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4. INHIBICIO DE L'EXPRESSIO DE LA FBLN5 EN L'AAA:
REGULACIO PER ESTIMULS INFLAMATORIS EN CMLV

L'AAA és una patologia caracteritzada per una alteracié dels components de la
MEC de la paret arterial. Tanmateix, es desconeix el paper que juguen les
proteines elastogeéniques, com és la FBLN5, en el desenvolupament d'aquesta
malaltia.

Per tal d'estudiar els mecanismes involucrats en el desenvolupament d'aquesta
patologia s'ha generat una collecci6 de mostres de paret arterial
aneurismatica, provinents de pacients sotmesos a cirurgia reparatoria i, com a
controls, s'han recollit mostres d'aorta abdominal sana provinents de donants
d'organs. Els pacients incorporats en el nostre estudi segueixen el patrd
préviament descrit en aquesta patologia, essent tots homes d'edat avancada
(70 £ 5,7 anys) i un 85% d'ells, fumadors o ex-fumadors. Les seves principals
dades cliniques, aixi com les dels donants, es resumeixen a la Taula 15.

Taula 15. Relacié de dades cliniques dels pacients amb AAA i dels donants
d'organs a partir dels quals s'han obtingut les mostres de paret arterial utilitzades
en aquest estudi.

AAA (n=27) DONANTS (n=8)

Edat (anys, mitjana+SD) 70 £ 5,77 62,38 £11,34
Sexe (masculi, %) 100 100
Fumadors/ex-fumadors (%) 85,19 62,5
Fumadors actius (%) 29,63 37,5
Hipertensio arterial (%) 70,37 62,5
Diabetis tipus Il (%) 11,11 25
Dislipémia 48,15 37,5
Cardiopatia isquemica 18,52 0

SD, desviacié estpandard.
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4.1. L'expressio i secrecié de la FBLN5 es troba reduida en
mostres d'AAA

L'analisi de l'expressié de la FBLN5 per PCR a temps real va mostrar una
inhibicio significativa de la seva expressié en mostres d'AAA, comparades amb
aortes sanes (Fig. 60).
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Figura 60. Les mostres d'AAA presenten una disminucié dels nivells d'ARNm de la FBLNS.
Els nivells d'ARNm de FBLN5 en mostres d'AAA i d'aortes abdominals no
aneurismatiques (Control) es van determinar per PCR a temps real i es van normalitzar
segons els nivells d'expressié de la B-actina. Els resultats s'expressen com a mitjana +
SEM (CT: n=8, AAA, n=27; *p<0,0001 vs. mostres control).

La disminucié de l'expressio de la FBLN5 en mostres d'AAA es va confirmar
també a nivell proteic mitjangant Western blot (Fig. 61 A) i immunohistoquimica
(Fig. 61 B). Els resultats mostren una disminucié d'un 65% en els nivells proteics
de la FBLN5S a la paret arterial aneurismatica, prenent com a control la paret
arterial sana.
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Figura 61. Reduccié dels nivells proteics de FBLNS en I'AAA. A) L'expressié de la FBLNS en
mostres CT i AAA es va visualitzar mitjangant immunohistoquimica. Les imatges mostren
I'estructura de la paret arterial mitjancant tincié d'hematoxilina amb la contratincié de
la immunotincio especifica de la FBLN5. Totes les seccions es van tallar a 5 um de gruix.
Les arees indicades es mostren a un major augment. Barra: 50 um. B) Els nivells proteics
de FBLN5S es van avaluar per Western blot en mostres d'AAA i d'aortes abdominals no
aneurismatiques (CT). Els nivells de B-actina es van utilitzar com a control de carrega. El
grafic de barres mostra l'analisi densitométrica dels Westerns blots i s'expressa en
referéencia a les mostres control (CT). Els resultats s'expressen com a mitjana + SEM (CT:
n=7, AAA, n=12; *p<0,0001 vs. mostres control).
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Donat que la FBLN5 és una proteina que es secreta a |'espai extracel-lular, vam
analitzar, per Werstern blot, els nivells d'aquesta proteina alliberats al
secretoma procedent de la incubacié de fragments de paret arterial sana o
aneurismatica en medi de cultiu sense sérum durant 24 h. De nou, es va
detectar una disminucié significativa, d'un 70%, en l'alliberament d'aquesta
proteina al medi de cultiu en les mostres aneurismatiques, en comparaciéo amb
les mostres control (Fig. 62).
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Figura 62. Disminucié de la secrecid de la FBLN5 en mostres d'AAA. Es van avaluar per
Western blot els nivells proteics de FBLN5 en mostres de secretoma procedents de la
incubacié de teixit aneurismatic (AAA) i control en medi de cultiu sense serum durant
24h. El grafic de barres mostra I'analisi densitométrica dels Westerns blots i s'expressa
en referéncia a les mostres control. Els resultats s'expressen com a mitjana = SEM
(n=12; *p<0,001 vs. mostres control).
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4.2. El tractament amb estimuls inflamatoris redueix I'expressié
vascular de la FBLN5S

Donada la importancia del component inflamatori en I'AAA, vam analitzar la
regulacio de la FBLN5 per mediadors inflamatoris en cel-lules vasculars. Amb
aquest objectiu, les CMLV es van estimular amb LPS (100 ng/ml) o TNFa (50
ng/ml) durant diferents temps (9, 16 i 24 h). Els resultats mostren com el
tractament amb aquests inductors va disminuir I'expressié de la FBLN5 de
forma dependent del temps d’incubacié. La maxima inhibicié es va assolir a les
24 hores en que els nivells d'ARNm de la FBLN5S es reduiren en aproximadament
un 50% (Fig. 63). L'analisi per Western blot va confirmar la reduccié de
I'expressié de la FBLN5 per estimuls inflamatoris com el LPS o el TNFa .
Analogament, vam observar una reduccié de la secrecid de la FBLN5 a l'espai
extracel-lular avaluada al medi condicionat d'aquestes cél-lules (Fig. 64 A).
L'analisi per microscopia confocal també va evidenciar la disminucié de
I'expressié de la FBLNS pel tractament amb estimuls inflamatoris (Fig. 64 B).
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Figura 63. L'expressid de la FBLNS s'inhibeix pel tractament amb estimuls inflamatoris en
CMLV. Es van determinar els nivells d'ARNm de FBLN5 en CMLV tractades amb LPS (100
ng/ml) (A) o TNFa (50 ng/ml) (B) durant diferents temps (9, 16 i 24 h) mitjangant PCR a
temps real i es van normalitzar segons els nivells d'expressio de la TBP. Els resultats
s'expressen com a mitjana + SD ( n=6; *p<0,0001 vs. control).
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Figura 64. L'expressidé i secrecié a l'espai extracel-lular de la FBLNS s'inhibeix pel
tractament amb estimuls inflamatoris en CMLV. A) Es van avaluar els nivells proteics de
FBLN5 en mostres de CMLV tractades amb LPS (100 ng/ml) o TNFa (50 ng/ml) durant 24
h per Western blot. Els nivells de GAPDH es van utilitzar com a control de carrega. B)
Immunocitoquimica realitzada en CMLV tractades amb LPS o TNFa durant 24 h. La
proteina va ser detectada mitjancant la incubacié amb un anticos especific per FBLN5
(verd) i els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau). Barres: 20 pm.

B

Nuclei

Seguidament, vam establir I'efecte d'una resposta inflamatoria sistemica en
I'expressié vascular de la FBLNS in vivo. Ratolins C57BL6/J es van tractar amb
LPS a una dosi de 0,5 mg/Kg durant 24 hores. Vam comprovar que,
efectivament, I'administracié de LPS generava una resposta inflamatoria a la
paret vascular dels ratolins tal com se'n desprén de la forta induccio de IL6 i IL8
a l'aorta dels ratolins tractats amb LPS (Fig. 65).
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Figura 65. L'administracié de LPS genera una resposta inflamatoria a I'aorta de ratoli. Es
van determinar els nivells d'ARNm de IL6 i IL8 a I'aorta de ratolins als quals se'ls havia
administrat sérum sali (CT) o LPS (0,5 mg/kg) durant 24 h mitjancant PCR a temps real i
es van normalitzar segons els nivells d'expressié de la TBP. Els resultats s'expressen com
a mitjana £ SEM (n=10 ; *p<0,0001 vs. control).

Com mostra la Figura 66., el tractament amb LPS va disminuir els nivells
d'ARNm de la FBLN5 en un 65% a |'aorta dels ratolins (Fig. 66 A). Aquest efecte
es va confirmar mitjancant Western blot (Fig. 66 B).

A B

iy

N

w
)

=y
o
o
L
-

CcT LPS

~
w
L

. FBLNS | === e —

Y g

Figura 66. L'administracié de LPS en ratoli redueix I'expressié de la FBLN5 a la paret
vascular. A) Mitjancant PCR a temps real es van determinar els nivells d'ARNm de FBLN5
a l'aorta de ratolins als quals se'ls havia administrat sérum sali (CT) o LPS (0,5 mg/kg)
durant 24 h. Els resultats es van normalitzar pels nivells d'expressié de la TBP. Els
resultats s'expressen com a mitjana £+ SEM (n=10; * p<0,001 vs. control). B) Els nivells
proteics de FBLNS a la capa media de l'aorta de ratolins CT i tractats amb LPS, es van
avaluar per Western blot. Els nivells de GAPDH es van utilitzar com a control de carrega.
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4.3. Vies de senyalitzacié implicades en la regulacié de la FBLN5

Es va avaluar la contribucié de dues de les vies de senyalitzacié habitualment
implicades en la resposta inflamatoria en CMLV, com la via del factor nuclear
kappa B (NF-kB) i de la proteina activadora 1 (AP-1). Les CMLV es van tractar
amb un inhibidor de cadascuna d'aquestes vies (partenolide per NF-kB i NDGA
per AP-1) 30 minuts abans del tractament amb els diferents estimuls
inflamatoris. El pretractament amb partenolide no va alterar l'efecte dels
estimuls inflamatoris sobre I'expressid de la FBLN5 (Fig. 67). Tanmateix, aquest
si que va revertir la forta induccié de I'expressié de la citocina proinflamatoria
CCL20 aixi com la translocacio de la subunitat de NF-kB p65 al nucli (Fig. 18). En
el mateix sentit, el tractament amb NDGA tampoc va modificar |'efecte del LPS
o el TNFa sobre I'expressié de la FBLNS encara que va atenuar la forta induccio
de I'expressié de la citocina proinflamatoria IL8, (Fig. 69). Aquests resultats
suggereixen que la regulacié de la FBLN5 per estimuls inflamatoris no estaria
mediada per aquestes vies.
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Figura 67. La regulacid de la FBLNS5 per estimuls inflamatoris en CMLV no és mediada per
NFkB. Es van tractar CMLV amb LPS (100 ng/ml) o TNFa (50 ng/ml) durant 24 h en
presencia o abséncia d'un inhibidor de la via de senyalitzacié NF-kB (partenolide; 1 uM).
Els nivells d'ARNm de la FBLNS es van avaluar per PCR a temps real i es van normalitzar
segons els nivells d'expressio de la GAPDH. Els resultats s'expressen com a mitjana + SD
(n=6; *p<0,0001; vs. control).
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Figura 68. El partenolide inhibeix la induccié de la via de NFkB per estimuls inflamatoris
en CMLV. Es van tractar CMLV amb LPS (100 ng/ml) o TNFa (50 ng/ml) durant 24 h en
presencia o absencia d'un inhibidor de NF-kB (partenolide; 1 uM). A) Els nivells d'ARNm
de la CCL20 es van avaluar per PCR a temps real i es van normalitzar segons els nivells
d'expressié de la GAPDH. Els resultats s'expressen com a mitjana * SD (n=6 ; p<0,0001;
* vs. control; #,vs. cél-lules tractades amb LPS o TNFa). B) Immunocitoquimica
realitzada en CMLV tractades amb LPS durant 60 min en preséncia o absencia de
partenolide (part; 1uM). La proteina va ser detectada mitjangant la incubacié amb un
anticos especific per p65.
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Figura 69. La regulacid de la FBLNS5 per estimuls inflamatoris en CMLV no és mediada per
AP-1. Es van tractar CMLV amb LPS (100 ng/ml) o TNFa (50 ng/ml) durant 24 hores en
preséncia o abséncia d'un inhibidor d'AP-1 (NDGA; 1ug/ml). A) Els nivells d'’ARNm de la
FBLNS es van avaluar per PCR a temps real i es van normalitzar segons els nivells
d'expressié de la TBP. B) Els nivells d’ARNm de la Interleuquina 8 (IL8) es van avaluar per
PCR a temps real i es van normalitzar segons els nivells d'expressié de la GAPDH. Els
resultats s'expressen com a mitjana = SD (n=4 ; p<0,0001; *vs. control; # vs. cél-lules
tractades amb LPS o TNFa)

192



RESULTATS

4.4. El tractament amb inhibidors de les HDACs normalitza
I'expressid vascular de la FBLN5 alterada pels estimuls
inflamatoris.

Els mecanismes epigenetics han emergit com a importants elements reguladors
de l'expressid genica. En aquest context, vam voler determinar si la inhibicio de
les HDACs podia afectar la regulacid de la FBLN5 en condicions pro-
inflamatories. Concretament, vam utilitzar la tricostatina A (TSA), un inhibidor
de les HDAC de classe |i Il i el MS-275, un inhibidor selectiu de les HDACs de
classe I. Les cél-lules es van pretractar amb MS-275 o TSA 1 hora abans de
I'estimulacid amb LPS o TNFa durant 24 h. Els resultats mostren que tant el
tractament amb TSA com amb MS-275 revertia la reduccio dels nivells d'ARNm
de la FBLN5 pels diferents estimuls inflamatoris (Fig. 70 A). Donat que el
tractament amb MS-275 contrarestava la inhibicié de la FBLN5 amb una
eficiencia similar que el TSA aquest resultat suggeria que les HDACs de classe |
eren les principals responsables d'aquest efecte. En concordanca, I'analisi per
Western blot corrobora que el pretractament amb MS-275 induia I'expressié de
la FBLN5 i prevenia completament la seva inhibicid per estimuls inflamatoris
(Fig. 70 B). Com era d'esperar, el MS-275 induia l'acetilacié d'histones,
augmentant els nivells basals d'H3K18. Cal destacar que el tractament amb
estimuls inflamatoris reduia drasticament el grau d'acetilacié de la histona H3 a
lisina 18 (H3K18) i que aquest efecte era contrarestat pel tractament amb MS-
275 (Fig. 70 B).

Vam aprofundir en el paper que juguen les HDACs de classe | en la regulacié de
la FBLN5 mitjancant silenciament génic amb siRNAs especifics contra cadascuna
d'elles. L'eficiencia del silenciament de les HDAC 1, 2 i 3 es va corroborar
mitjancant PCR a temps real (Fig. 71).

Els resultats mostren que el silenciament de les diferents HDACs induia
lleugerament I'expressid basal de la FBLN5 i revertia, totalment o parcial, la
inhibicid de I'expressid de la FBLN5 provocada pel tractament amb TNFa (Fig.
72).
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Figura 70. El tractament amb inhibidors de HDAC normalitza I'expressié vascular de la
FBLNS alterada pels estimuls inflamatoris. A) Les CMLV es van incubar amb LPS (100
ng/ml) o TNFa (50 ng/ml) durant 24 h. En el cas pertinent, les cél-lules es van pretractar
amb un inhibidor de HDAC de classe |, MS-275 (2 uM) o amb un inhibidor de HDAC de
classe | i ll, tricostatina A (TSA; 1 uM) durant 1 h. Els nivells d’ARNm de FBLNS5 es van
avaluar per PCR a temps real i es normalitzaren segons els nivells d’expressié de
GAPDH. Els resultats s’expressen com a mitjana + SD (n=9; p<0,0001: *, vs. cel-lules
control; p<0,01: #, vs. cél-lules tractades amb LPS o TNFa en abséncia de MS-275 o TSA.
B) Es van avaluar per Western blot els nivells proteics de FBLN5 i Ac H3K18 en mostres
de CMLYV tractades amb LPS o TNFa durant 24 h en preséncia o abséncia de I'MS-275 .
Els nivells de la GAPDH es van utilitzar com a control de carrega.
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Figura 71. Eficacia de la inhibicié especifica de les HDACs de classe | amb siRNAs
especifics. Es van transfectar CMLV amb un siRNA especific contra les diferents HDACs
de classe | (siHDAC1, siHDAC2 i si HDAC3) o amb un siRNA control (siRAND) i se'n
determinaren els nivells d'’ARNm d'aquestes HDACs per PCR a temps real. Els resultats
s’expressen com a mitjana + SD (n=9; *p<0,01 vs. cel-lules control transfectades amb
SiRAND).
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Figura 72. La inhibicié especifica de les HDAC de classe | normalitza |'expressio de la
FBLNS5 alterada pels estimuls inflamatoris. Les CMLV es van transfectar amb un siRNA
especific contra les diferents HDACs de classe | (siHDAC1, siHDAC2 i si HDAC3) o amb un
SiRNA control (siRAND) i se'n determinaren els nivells d'ARNm de la FBLN5 en preséncia
o abséncia de TNFa (50 ng/ml), per PCR a temps real. Els resultats s’expressen com a
mitjana + SEM (n=9; *p<0,0001 vs. cel-lules control transfectades amb siRAND; # p<0,01
vs. cél-lules tractades amb TNFa transfectades amb siRAND).
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Per tal d'estudiar com el tractament amb estimuls inflamatoris podia afectar el
grau d'acetilacio d'histones del promotor de la FBLNS5, vam realitzar un estudi
d'immunoprecipitacié de cromatina (ChlP) mitjancant un anticos especific per a
la Ac H3K18 i un per a la histona H3 acetilada en totes les lisines (K9 + K14 + K18
+ K23 + K27). Els complexos DNA-proteina immunoprecipitats es van analitzar
per PCR a temps real mitjancant 4 parells d'oligonucleotids que amplificaven
diferents regions del promotor proximal de la FBLN5 entre la posicio -721 i la -
17 pb des de I'ATG. Unicament vam observar diferéncies en I'associacié de la
histona H3 acetilada a la regid de -353 pb fins a -204 pb. Els resultats obtinguts
indiquen que el tractament amb TNFa provocava una disminucié d'un 50% en
I'associacié de la histona H3 acetilada a aquesta regid proximal del promotor de
la FBLN5, efecte observat en ambdues immunoprecipitacions. El tractament
amb MS-275 prevenia completament aquesta inhibicid (Fig. 73). L’absencia de
senyal en les mostres immunoprecipitades amb una IgG inespecifica va
confirmar I'especificitat de la técnica.
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Figura 73. El tractament amb MS-275 contraresta la disminucié en el reclutament
d'histona H3 acetilada al promotor de la FBLNS. Es va analitzar I'associacié de la histona
H3 acetilada al promotor de la FBLN5S in vivo mitjangant assajos de ChIP en CMLV
estimulades amb TNFa (50 ng/ml) durant 24 h. En el cas pertinent, les cél-lules es van
pretractar amb un inhibidor de les HDAC de classe |, MS-275 (2 uM) durant 1 h. La
cromatina es va fragmentar per sonicacié i es va immunoprecipitar amb un anticos
contra Ac H3K18, la histona H3 acetilada a totes les lisines (Pan ac-H3) o amb una IgG
inespecifica de conill. L'associacié de la histona H3 acetilada es va quantificar per PCR a
temps real mitjancant oligonucleotids especifics per al promotor de la FBLNS. Les dades
es normalitzaren respecte als valors obtinguts a I'input i es representa com a mitjana +
SD de dos experiments independents realitzats en duplicat (p<0,05: *, vs. cel-lules
control; #, vs. cel-lules tractades amb TNFa en abséncia de MS-275).
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En concordanca, en un estudi in vivo amb ratolins tractats amb LPS, el
pretractament amb MS-275 (5 mg/Kg) atenuava, en part, la inhibicid de
I'expressié de la FBLN5 induida per LPS (Fig. 74).
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Figura 74. El pretractament amb MS-275 atenua la inhibicié de I'expressié de la FBLN5
induida per LPS en I'aorta del ratoli. Es van determinar els nivells d’ARNm de FBLN5 a
I'aorta de ratolins C57BL6/J als quals se'ls havia administrat serum sali (CT) o LPS (0,5
mg/kg) durant 24 h en preséncia o abséencia de MS-275 (5 mg/kg). Els resultats
determinats per PCR a temps real i es normalitzaren segons els nivells d’expressio de
TBP i s’expressen com a mitjana + SEM (n=6; p<0,05:*, vs. animals control ;#, vs.
animals tractats amb LPS en abséncia de MS-275).

4.5. Els estimuls inflamatoris disminueixen |'expressid de la
FBLN5 mitjangant un mecanisme de regulacio transcripcional

Per tal de caracteritzar els mecanismes moleculars implicats tant en la inhibicié
de la FBLN5S per estimuls inflamatoris com en la seva normalitzacié per iHDACs,
vam estudiar si aguesta regulacio es duia a terme a nivell transcripcional. Vam
pretractar les CMLV amb un inhibidor de la transcripcid, I'actinomicina-D (ActD),
durant 30 minuts abans de sotmetre-les als diferents estimuls inflamatoris
durant 24 h. Els resultats mostren que I'ActD contrarestava |'efecte dels
diferents estimuls inflamatoris, suggerint que la inhibicio de la FBLN5S es produia
a través d’'un mecanisme transcripcional (Fig. 75).
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Figura 75. Els estimuls inflamatoris redueixen I'expressié de la FBLN5 en CMLV mitjangant
un mecanisme de regulacié a nivell transcripcional. Es van tractar CMLV amb LPS (100
ng/ml) o TNFa (50 ng/ml) durant 24 hores en presencia o absencia d'un inhibidor de la
transcripcid (Actinomicina-D; Act D; 1 uM). Els nivells d'ARNm de la FBLN5 es van
avaluar per PCR a temps real i es van normalitzar segons els nivells d'expressid de la
TBP. Els resultats s'expressen com a mitjana + SD (n=6 ; p<0,0001 *, vs. control; p<0,001
#, vs. animals tractats amb LPS o TNFa en abséencia d'ActD).

Paral-lelament, vam estudiar si els estimuls inflamatoris podien alterar
I'estabilitat de 'ARNm. Amb aquest objectiu les CMLV es van tractar amb ActD
24 h després de l'estimulacio amb LPS o TNFa. La disminucié dels nivells
d'ARNmM un cop bloquejada la transcripcié es va avaluar a diferents temps per
PCR a temps real. Com s'observa a la Figura 76, el tractament amb LPS o TNFa
no modificava |'estabilitat de I'ARNm de la FBLNS. La implicacié d'un mecanisme
transcripcional en la regulacié de la FBLN5 es va confirmar en un estudi de
transfeccid transitoria. Les CMLV es van transfectar amb un vector reporter que
conté un fragment de 1650 pb del promotor de la FBLN5 acoblat a luciferasa
(pGL3/pFBLN5-1650). Com mostra la Figura 77, els diferents estimuls
inflamatoris van inhibir I'activitat transcripcional del promotor de la FBLNS5 fins
a valors d’un 40-50%. En concordanga amb els resultats obtinguts anteriorment,
el tractament amb MS-275 va induir I'activitat transcripcional de la FBLN5 i va
abolir I'efecte dels diferents estimuls inflamatoris.
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Figura 76. L'estabilitat del missatger de la FBLN5 no es veu alterada en condicions
proinflamatories. Efecte del tractament amb LPS i TNFa sobre la vida mitjana de I'ARNm
de la FBLN5. Les CMLV es van tractar amb LPS durant 24 h. Passat aquest temps, les
cél-lules es van tractar amb Actinomicina-D (t=0) i es van avaluar els nivells d'ARNm de
la FBLN5 en cada condicié experimental (6, 12, 24 i 32 h) per PCR a temps real. Les
dades s'expressen com a % d'ARNm relatiu al t=0 per cada condicié experimental i sén
la mitjana £ SEM de n=3 experiments realitzats en duplicat.
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Figura 77. El tractament amb estimuls inflamatoris inhibeix I'activitat del promotor de la
FBLNS, efecte que es normalitza pel tractament amb iHDAC. Es van transfectar CMLV
amb la construccié pGL3/pFBLN5-1650 i es van tractar amb LPS (100 ng/ml) o TNFa (50
ng/ml) durant 24 h en preséncia o absencia d'un inhibidor de les HDAC de classe |, MS-
275 (4 uM). Es determina l'activitat luciferasa tal i com es descriu a la seccid
Metodologia. Els valors d'activitat luciferasa s'indiqguen com a unitats arbitraries
referides als valors de pFBLN5-1650 sense tractament (CT). Els resultats s'expressen
com a mitjana + SD (n=5 ;p<0,05: *, vs. control; p<0,01 #, vs. animals tractats amb LPS o
TNFa en abséencia de MS-275).
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Mitjancant un estudi de delecions seriades del promotor de la FBLN5 vam
acotar la regulacié de la FBLN5 a la regidé proximal de 329 pb des de I'ATG (Fig.
78). No vam poder establir més enlla la regié sensible als estimuls inflamatoris
perque la delecid de les seqliencies més proximals del promotor de la FBLNS
comporta la perdua de l'activitat transcripcional, tal i com ja haviem descrit
préviament nosaltres i altres grups [432], [498].
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Figura 78. La regié proximal de -329 pb del promotor de la FBLNS és la responsable de la
regulacié de la FBLNS per estimuls inflamatoris. Es va analitzar I'activitat luciferasa de les
construccions reporteres pGL3/pFBLN5-1650, pFBLN5-635 i pFBLN5-329 en CMLV
tractades amb LPS (100 ng/ml) o TNFa (50 ng/ml) durant 24 h. Els valors d'activitat
luciferasa s'expressen en relacid als valors de pFBLN5-1650 sense tractament (CT). Els
resultats s'expressen com a mitjana + SD (n=5; *p<0,01 vs. cel-lules control).

Mitjancant I'analisi in silico d'aquesta regid proximal del promotor de la FBLN5
amb el programa Matinspector, es va identificar la presencia de 2 elements
putatius de resposta homolegs a la seqténcia heptameérica consens SOX (A/T A
C A A/T G) localitzats a -304 i -251 pb a partir del lloc d'inici de la transcripcié
(Fig. 79 panell superior) i conservada entre especies. Per tal d'avaluar-ne la
funcionalitat, vam realitzar estudis de mutagenesi dirigida. Tal i com mostra la
Figura 79, la mutagénesi especifica de I'element SOX situat a -304 pb inhibia
significativament I'activitat transcripcional del promotor de la FBLN5, mentre
gue aquesta no es veia significativament afectada per la mutacié de I'element
més proximal situat a -251 pb.
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Figura 79. Un element de resposta SOX és critic per |'activitat basal del promotor de la
FBLNS. Esquema representatiu de la regié del promotor de la FBLN5 analitzada en els
estudis de transfeccio transitoria on es mostra la localitzacié de dos llocs d'unié putatius
de SOX. Els canvis introduits per mutagénesi dirigida es mostren en negreta (Panell
superior). Es van transfectar CMLV amb la construccié reportera pFBLN5-1650 o0 amb la
mateixa construccié amb un dels elements SOX mutats (pFBLN5-304 mut o pFBLN5-251
mut). Els valors d'activitat luciferasa s'indiquen com a unitats arbitraries referides als
valors de pFBLNS. Els resultats s'expressen com a mitjana £ SD (n=4; *p<0,001 vs.
pFBLNS).

Aguests resultats mostren que els estimuls inflamatoris inhibeixen la
transcripcid de la FBLN5 en cél-lules vasculars i suggereixen que l'element
consens SOX localitzat a -304 pb és critic per a l'activitat basal del promotor de
la FBLNS.
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4.6. L'expressid vascular de SOX9 és inhibida en I'AAA i per
estimuls inflamatoris en CMLV.

Entre els membres de la familia SOX, el SOX9 participa en el control de gens
implicats en la sintesi/deposicié de MEC. Vam observar que els nivells d'’ARNm
de SOX9 eren inhibits en CMLV estimulades amb LPS o TNFa durant 24 h (Fig.
80 A) i que aquesta inhibicié precedia la reducciod de I'expressié de la FBLNS
(Fig. 80 B).
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Figura 80. L'expressid de SOX9 s'inhibeix pel tractament amb estimuls inflamatoris en
CMLV. A) Es van determinar els nivells d'/ARNm de SOX9 en CMLV tractades amb LPS
(100 ng/ml) o TNFa (50ng/ml) durant 24 h mitjancant PCR a temps real i es van
normalitzar segons els nivells d'expressié de la GAPDH. Els resultats s'expressen com a
mitjana + SEM (n=6; *p<0,0001 vs. control). B) Es van tractar CMLV amb TNFa (50
ng/ml) durant diferents temps (8, 16 i 24 h). Els nivells d'ARNm de SOX9 es van avaluar
per PCR a temps real i es normalitzaren segons els nivells d'expressié de la GAPDH. Els
resultats s'expressen com a mitjana + SD (n=6; *p<0,01 vs. control).
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En el mateix sentit, vam observar una disminucié significativa dels nivells
proteics de SOX9 en CMLV estimulades amb TNFa a diferents temps (8, 16 i 24
h) que precedia la inhibicio proteica de la FBLN5 (48 h) (Fig. 81).
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Figura 81. Els nivells proteics de SOX9 s'inhibeix pel tractament amb estimuls inflamatoris
en CMLV. Es van tractar CMLV amb TNFa (50 ng/ml) durant diferents temps (8, 16 i 24
h). Els nivells proteics de SOX9 i FBLNS5 es van avaluar per Western blot a partir
d'extractes cel-lulars totals. Els nivells de GAPDH es van utilitzar com a control de
carrega.

Seguidament, vam determinar si SOX9 podria unir-se directament al promotor
de la FBLNS5 i explorar com els estimuls inflamatoris podien afectar aquesta
interaccid. Estudis de co-transfeccio transitoria amb una construccié que conté
el promotor de la FBLN5 acoblat a luciferasa i un vector d'expressié de SOX9
van demostrar que la sobre-expressié de SOX9 induia significativament
I'activitat basal del promotor de la FBLN5 i contrarestava la inhibicié provocada
pel tractament amb TNFa (Fig. 82 A). En concordanca, la sobre-expressié de
SOX9 mitjancant la transduccid lentiviral va induir molt significativament
I'expressid de la FBLNS i va prevenir completament la inhibicié d'aquesta per
TNFa (Fig. 82 B). L'eficiencia de la sobre-expressid de SOX9 es va corroborar
mitjancant PCR a temps real (Fig. 83).
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Figura 82. La sobre-expressié de SOX9 normalitza I'activitat transcripcional i I'expressio de
la FBLNS inhibida per estimuls inflamatoris. Es van co-transfectar CMLV amb la
construccié pGL3/pFBLN5-1650 i un vector lentiviral que codificava SOX9 (LV-SOX9;
barres blanques) o amb el corresponent vector buit (Vector; barres negres. Les cél-lules
es van tractar amb TNFa (50 ng/ml) durant 24 h. A) Els valors d'activitat luciferasa
s'indiqguen com a unitats arbitraries referides als valors de pFBLN5-1650/Vector sense
tractament (CT). B) Els nivells d'ARNm de FBLN5 es van avaluar per PCR a temps real i es
normalitzaren segons els nivells d'expressié de la GAPDH. Els resultats s'expressen com
a mitjana £ SD (n=6; p<0,05: *, vs. vector; p<0,0001 #, vs. vector tractat amb TNFa).
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Figura 83. Eficiéncia de la transduccié lentiviral en CMLV. Es van transduir CMLV amb el
vector d'expressid lentiviral pLVX/SOX9 o amb el corresponent vector buit. L'expressio
de SOX9 es va confirmar per PCR a temps real i es normalitzaren segons els nivells
d'expressio de la GAPDH. Els resultats s'expressen com a mitjana + SD (n=6;

p<0,0001 *, vs. vector).

La possible interaccido de SOX9 amb el promotor de la FBLN5 es va confirmar
mitjancant ChIP amb un anticos especific per a SOX9. Els complexos DNA-
proteina immunoprecipitats es van analitzar per PCR a temps real mitjancant un
parell d'oligonucledtids que flanquegen la regid -353 a -204 pb del promotor
proximal de la FBLN5 que comprén |'element putatiu SOX9 situat a -304 pb
(descrits en l'apartat Resultats 4.4.). Els resultats van indicar que el tractament
amb TNFa disminuia, en un 50 %, la unié de SOX9 al promotor de la FBLN5 (Fig.
84). L'abséncia de senyal en les mostres immunoprecipitades amb una I1gG
inespecifica va confirmar I'especificitat de la técnica. Aquests resultats
suggereixen que en condicions inflamatories la inhibicié de I'expressié de SOX9
s'associa amb una reduccid de la unié d'aquest factor de transcripcio al
promotor de la FBLN5, mecanisme que seria responsable de la inhibicié de la
FBLNS.
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Figura 84. El tractament amb TNFa inhibeix el reclutament de SOX9 al promotor de la
FBLNS. Es va analitzar I'associacié de SOX9 al promotor de la FBLN5S in vivo mitjangant
assajos de ChIP en CMLV tractades amb TNFa (50 ng/ml) durant 24h. La cromatina es va
fragmentar per sonicacié i es va immunoprecipitar amb un anticos contra SOX9 o amb
una 1gG inespecifica de conill. L'enriquiment en seqlencies unides a SOX9 es va
quantificar per PCR a temps real mitjangant oligonucleotids especifics per al promotor
de la FBLN5. Es mostren els resultats de l'analisi per PCR a temps real corresponent a
I'amplificacid del promotor de la FBLNS. Les dades es normalitzaren respecte els valors
obtinguts a l'input i es representen com a mitjana * SD de dos experiments
independents realitzats per duplicat ( p<0,05: *, vs. cél-lules control; p<0,005).
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Per establir la possible significacié fisiopatologica de la regulacié de SOX9 per
estimuls inflamatoris vam analitzar la seva expressid en I'AAA. Com mostra la
Figura 85 A, els nivells d'expressié vascular de SOX9 eren significativament
inferiors a l'aorta de pacients amb AAA comparat amb aortes sanes. Vam
observar una forta correlacié entre I'expressié vascular de SOX9 i de FBLNS5 (Fig.
85 B).
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Figura 85. Les mostres d'AAA presenten una disminucié dels nivells d'ARNm de SOX9. A)
Els nivells d'ARNm de SOX9 en mostres d'AAA i d'aortes abdominals no aneurismatiques
(CT) es van determinar per PCR a temps real i es van normalitzar segons els nivells
d'expressié de la B-actina. Els resultats s'expressen com a mitjana = SEM (CT: n=7, AAA,
n=17; *p<0,03 vs. mostres control). B) Correlacid positiva entre I'expressié vascular de
SOX9 i FBLNS en mostres de pacients amb AAA i aortes sanes (r2=O.58; p=0.76).
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La disminucio de I'expressid de SOX9 en mostres d'AAA es va confirmar també a
nivell proteic mitjancant immunohistoquimica (Fig. 86).
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Figura 85. Reduccié dels nivells proteics de SOX9 en I'AAA. L'expressio de SOX9 en
mostres CT i AAA es va visualitzar mitjancant immunohistoquimica. Les imatges mostren
I'estructura de la paret arterial mitjangant tincié d'hematoxilina amb la contratincié de
la immunotincié especifica de la SOX9. Totes les seccions es van tallar a 5 um de gruix.
Les arees indicades es mostren a un major augment.
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4.7. L'expressio de SOX9 és induida pel tractament amb iHDAC
limitant aixi la inhibicié de FBLN5 per estimuls inflamatoris

Finalment, vam analitzar la possible implicacid de SOX9 en la regulacié de
I'expressié de la FBLNS per iHDAC. El tractament de CMLV amb MS-275 induia
molt significativament I'expressid basal de SOX9 prevenia completament la
inhibicié d'aquest factor de transcripcid per estimuls inflamatoris tant a nivell
d'ARNm (Fig. 87 A) com a nivell de proteina (Fig. 87 B).
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Figura 87. El tractament amb iHDAC normalitza I'expressié vascular de SOX9 alterada pels
estimuls inflamatoris. Es van tractar CMLV amb TNFa (50 ng/ml) en preséncia o en
absencia de MS-275 (2 uM) durant 24 hores. A) Els nivells d'ARNm de SOX9 es van
avaluar per PCR a temps real i es normalitzaren segons els nivells d'expressio de la
GAPDH. Els resultats s'expressen com a mitjana + SD (n=6; p<0,03: *, vs. control;
p<0,0001 #, vs. cel-lules tractades amb estimuls inflamatoris en absencia de MS-275. B)
Els nivells proteics de SOX9 es van avaluar per Western blot a partir d'extractes cel-lulars
totals. Els nivells de GAPDH es van utilitzar com a control de carrega.
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En el mateix sentit, el silenciament de les diferents HDACs també contrarestava
la disminucié dels nivells d'’ARNm de SOX9 pel tractament amb estimuls
inflamatoris (Fig. 88).
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Figura 88. La inhibicié especifica de les HDAC de classe | normalitza I'expressié de SOX9
alterada pels estimuls inflamatoris. Es van transfectar CMLV amb un siRNA especific
contra les diferents HDACs de classe | (siHDAC1, siHDAC2 i si HDAC3) o amb un siRNA
control (siRAND) i se'n determinaren els nivells d'ARNm de SOX9 en presencia o
abséncia de TNFa (50 ng/ml), per PCR a temps real. Els resultats s’expressen com la
mitjana + SEM (n=9; *p<0,05 vs. cel-lules control transfectades amb siRAND; # p<0,05
vs. cel-lules tractades amb TNFa transfectades amb siRAND).
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Finalment, vam determinar com la inhibicié de les HDACs podria afectar la unid
de SOX9 al promotor de la FBLN5 mitjancant un estudi de ChIP. Els resultats
obtinguts indiquen que el pretractament amb MS-275 induia la unié de SOX9 al
promotor de la FBLN5 i revertia completament la regulacid de SOX9 pel
tractament amb TNFa (Fig. 89). Aquests resultats recolzen la hipotesi que la
modulacid de SOX9 per iHDAC prevé la inhibicid de la FBLN5 per estimuls
inflamatoris.
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Figura 89. El tractament amb MS-275 contraresta la disminucié en el reclutament de
SOX9 al promotor de la FBLN5 en condicions proinflamatories. Es va analitzar I'associacid
de SOX9 al promotor de la FBLN5 in vivo mitjancant assajos de ChIP en CMLV tractades
amb TNFa (50 ng/ml) durant 24h. En el cas pertinent, es van pretractar les cél-lules amb
un inhibidor de les HDAC de classe I, MS-275 (4uM) durant 1 h. La cromatina es va
fragmentar per sonicacié i es va immunoprecipitar amb un anticos contra SOX9 o amb
una lgG inespecifica de conill. L'enriquiment en seqténcies unides a SOX9 es va
quantificar per PCR a temps real mitjancant oligonucleotids especifics per al promotor
de la FBLN5. Es mostren els resultats de I'analisi per PCR a temps real corresponent a
I'amplificacié del promotor de la FBLNS. Les dades es normalitzaren respecte els valors
obtinguts a l'input i es representen com a mitjana + SD de dos experiments
independents realitzats en duplicat (p<0,05: *, vs. cel-lules control; p<0,005: #, vs.
cél-lules tractades amb TNFa en abséncia de MS-275).
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DISCUSSIO

1- GENERACIO | CARACTERITZACIO D'UN ANIMAL TRANSGENIC
QUE SOBRE-EXPRESSA LA LOX ESPECIFICAMENT EN CML

Els nostres estudis previs van demostrar que la LOX juga un paper crucial en
I'homeostasi de I'endoteli vascular [251], [253], [256], [337], [499]; tanmateix,
el paper d'aguest enzim en el remodelat vascular i en la funcid de les CMLYV,
gue participen activament en la formacié i I'engruiximent de la neointima en
I'aterosclerosi i la restenosi, segueix essent controvertit [262], [341]. Dos grups
d'investigacid independents van demostrar que la delecié de la LOX té unes
consequencies dramatiques en el desenvolupament del sistema respiratori i
cardiovascular produint la mort gestacional tardana [221], [222]. Els embrions
de ratolins LOX” mostren anormalitats greus del sistema vascular amb una
deposicido de col-lagen i d'elastina aberrant i alteracions fenotipiques de les
CMLV que suggereixen el paper clau d'aquest enzim en el control de la funcio
cardiovascular. En aquest context, les funcions biologiques que exerceix la LOX
no poden ser dutes a terme pels altres membres de la familia (LOX-likes) [281].
Degut al fet que els animals knockout de LOX sén inviables i amb I'objectiu
d’estudiar més a fons el paper de la LOX en la fisiopatologia de la paret arterial,
hem desenvolupat un model animal transgenic que sobre-expressa aquesta
proteina sota el control del promotor de la SM22aq, el qual dirigeix I'expressid
especificament a CML.

El nostre model de ratoli transgenic mostra un desenvolupament embrionari
normal arribant a I'edat adulta sense cap anormalitat fenotipica evident en el
pes corporal, en la pressid arterial ni en els parametres cardiacs. L'analisi de
I'expressié de la LOX humana per PCR a temps real en diferents organs dels
animals transgenics ens ha permes comprovar que, efectivament, I'animal
presenta una forta expressio de la LOX humana en aquells teixits rics en CML
com |'Uter o la bufeta, aixi com ['aorta i altres vasos (arteries carotides). Aquest
patrd observat coincideix amb el descrit per al promotor SM22a que conté dues
caixes CArG essencials per a que I'expressio sigui dirigida especificament a CML
[500]-[502]. 'analisi dels nivells de proteina LOX en talls histologics d'aorta i
carotida ha permes confirmar la seva sobre-expressid a nivell proteic i que
aquesta es troba localitzada a la capa media d'aquests vasos. En concordanca
amb les dades obtingudes per immunohistoquimica, [I'analisi per
immunocitoquimica en cultius primaris de CML procedents dels ratolins TgLOX
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mostren una forta tincié de la LOX al citosol que s'estén des del nucli fins a la
membrana cel-lular, en concordanca amb el patrd de tincid préviament descrit
per la LOX en diversos tipus cel-lulars inclos CMLV[261], [268]. Les cel-lules
procedents dels animals transgenics sobre-expressen la forma immadura
proLOX, la qual és processada i secretada correctament a I'espai extracel-lular
produint nivells elevats de LOX madura i enzimaticament activa. En aquest
sentit, hem detectat un augment en l'entrecreuament del col-lagen (col-lagen
madur) a la paret vascular dels ratolins transgénics aixi com una major capacitat
dels sobrenedants procedents del cultiu de les CMLV dels ratolins transgenics
per polimeritzar el col-lagen. Aixi, els nostres resultats indiquen que el transgén
de la LOX s'expressa correctament i que aquesta és processada i secretada a
I'espai extracel-lular on indueix la maduracié del col-lagen de la MEC,
esdevenint una matriu més estable i insoluble.

2- AVALUACIO DEL PAPER DE LA LOX EN EL REMODELAT
VASCULAR INDUIT PER LLIGACIO DE L'ARTERIA CAROTIDA

En els Ultims anys ha sorgit un interés creixent per l'estudi de la biologia de la
LOX i la seva repercussio fisiopatologica degut al caracter multifuncional que té
aquest enzim, més enlla del seu paper en el manteniment de I'estructura de la
MEC. El descobriment de I'activitat bioldgica del seu pro-péptid i I'existencia de
formes intracel-lulars actives obre noves espectatives pel que fa a les funcions
cel-lulars que la LOX pot desenvolupar [261].

En agquest context, hem determinat que la LOX juga un paper clau en el control
de la funcio de les CMLV ja que la seva sobre-expressié causa una disminucio
significativa de la taxa de proliferacié observada tant en les CMLV procedents
dels ratolins TgLOX com en les CMLV humanes que sobre-expressen la LOX
mitjangant un sistema lentiviral. En el mateix sentit, les cél-lules que sobre-
expressen la LOX presenten una disminucié concomitant de I'expressié de PCNA
i MYH10, marcadors de proliferacio i canvi fenotipic de les CML respectivament
[503]. A més, aquestes mostren una disminucidé de la induccid per SFB de les
vies senyalitzacié Akt i ERK-1/2, dues vies involucrades en la proliferacié de les
CMLV i la restenosi i que alhora son inhibides per la LOX en diferents tipus
cel-lulars [266], [313], [314], [488].
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Els estudis de migracié en cambres de Boyden mostren que les céel-lules que
sobre-expressen la LOX presenten un lleuger augment en la quimiotaxis en
resposta a PDGF respecte de les cel-lules control, en concordanga amb resultats
previs que relacionen la LOX amb la resposta quimiotactica induida per aquest
factor de creixement [341]. Tanmateix, en estudis de reparacid de ferida, les
CMLV procedents dels ratolins TgLOX mostraven una menor capacitat invasiva
que les cel-lules control. Considerant que els experiments de reparacié de ferida
reflecteixen la capacitat combinada de les cél-lules per migrar i proliferar, els
nostres resultats suggereixen que ambdues capacitats sén atenuades en les
CMLV dels ratolins TgLOX prevalent sobre el paper que pot jugar la LOX en la
guimiotaxis induida per un estimul exogen com és el PDGF.

A nivell fisiopatologic, hem determinat que la sobre-expressid de la LOX limita la
formacié de neointima en un model de lligadura d'artéria carotida. Cal
assenyalar els resultats inconcloets i discordants que es reflectien en
aproximacions anteriors que tenien l'objectiu d'analitzar el paper de la LOX en
la regulacio de la proliferacié cel-lular, la migracio i la senyalitzacié [262], [341].
Mentre que el tractament amb estimuls proliferatius de CMLV adultes de rata
augmentava l'expressid de la LOX, en CMLV neonatals de rata, la taxa de
proliferacid i els nivells d'expressid de LOX eren inversament proporcionals
[504]. De la mateixa manera, s'havia observat una induccid de |'expressio de
LOX en models animals després d'una lesié intravascular [344], [505]; pero no
guedava clar que aquesta induccié estigués associada amb el remodelat
vascular. A més, mentre que en un estudi previ d'angioplastia en conills, la
inhibicié de la LOX no afectava la reduccié de la llum del vas per angioplastia
[351], més recentment, s'ha descrit que aquesta mateixa estrategia limita la
restenosi en el mateix model animal [352]. En aquest context, els nostres
resultats estan d'acord amb aquells que suggereixen un paper antiproliferatiu
de la LOX i indiquen que aquest enzim redueix la formacid de neointima
mitjancant la inhibicié de la proliferacio de les CMLV. Els efectes observats en el
nostre model podrien també estar relacionats amb les propietats
antiproliferatives del propeptid de la LOX [262]. S'ha descrit que en CMLV
neonatals d'aorta de rata, el LOX-PP inhibeix la proliferacié cel-lular i I'activacié
de la via ERK-1/2 i que és responsable de la inhibicid del creixement de
fibroblasts NIH3T3 mediada per LOX. Analogament, en cél-lules NIH3T3
transformades per RAS, el LOX-PP limita |'activacid de la via de senyalitzacio
fosfatidilinositol 3-quinasa, Akt, Erk1/2 quinasa i NF-kB.
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Els mecanismes implicats en la reduccio de la taxa proliferativa de les CMLV dels
ratolins TgLOX poden ser multiples. La MCP-1 és una citosina proinflamatoria
involucrada en proliferacié i migracio i de vital importancia en la formacid de
neointima [79]—[81]. El nostre model presenta una menor expressié de MCP-1 a
la neointima de les arteries carotides lligades dels ratolins transgenics aixi com
una reduccid en l'expressié i secrecid d'aquesta citosina en les CMLV dels
ratolins transgenics en concordanca amb dades prévies en CMLV de rata que
sobre-expressen la LOX mitjancant un sistema adenoviral [356]. La reduccio de
I'expressid vascular de MCP1 en cultius cel-lulars de CMLV és coherent amb la
menor capacitat d'invasié de les CMLV que sobre-expressen la LOX, observada
en els estudis de reparacié de ferida [506], [507].

Cal destacar que la majoria de resultats discordants relacionats amb la
determinacid del paper de la LOX en la funcié cel-lular provenen d'estudis
realitzats amb construccions que inclouen seqtencies Tag en els seus extrems
C-terminal, o amb construccions on s'han delecionat les seqiéncies
indispensables per a la seva secrecid alterant aixi la seva localitzacio subcel-lular
i activitat biologica. En el nostre estudi hem sobre-expressat la Pro-LOX sencera
i hem comprovat que aquesta es secreta i processa correctament donant la
forma madura i cataliticament activa, fet que suporta la rellevancia biologica
dels nostres resultats.

En resum, els nostres resultats evidencien que la LOX juga un paper critic en la
proliferacid de les CMLV aixi com en el remodelat vascular, i hem validat un nou
model animal que pot ser una eina fonamental per tal de millorar el nostre
coneixement sobre la funcid de la LOX en el control de la biologia vascular.
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3- CARACTERITZACIO DELS MECANISMES DE REGULACIO DE
L'EXPRESSIO DE LA FBLN5 PER ESTIMULS INFLAMATORIS EN
CMLV EN RELACIO AMB EL COMPONENT INFLAMATORI DE
L'AAA.

Malgrat els grans avencos en la comprensio de I'AAA, el coneixement sobre els
mecanismes subjacents al seu desenvolupament és molt limitat. Cal destacar
gue, en aguest moment, les mesures terapeutiques disponibles es redueixen a
la intervencid quirdrgica dels AAA que presenten un alt risc de ruptura, essent
el diametre de l'aorta > 5-5,5 cm |'Unic marcador de progressié de la malaltia i
de risc de ruptura conegut. Aixi mateix, no es disposa d'eines farmacologiques
gue limitin la progressid o promoguin la regressio dels AAA ja establerts. La
importancia del remodelat de la MEC en I'expansio de I'AAA ha centrat gran
part dels esforcos en el desenvolupament d'estratégies terapeutiques
destinades a limitar la progressié d'aquesta patologia. De fet, estrategies
dirigides a preservar |'estabilitat de I'elastina han aconseguit reduir l'inici i la
progressio dels AAA en models animals [508].

En I'ambit de la recerca de noves dianes terapeutiques en I'AAA, hem centrat el
nostre interés en la FBLN5 una proteina elastogéncia essencial per a la formacio
correcta de les fibres elastiques i la vasculogénesi que juga un paper
determinant en el desenvolupament, el remodelat i la reparacié tissular [360],
[361], [363], [364]. Una expressid anormal de la FBLN5S s'ha associat a processos
patologics com la malaltia obstructiva pulmonar cronica [509], la cutis laxa
[411], [412], la degeneracid macular [413], [510], el prolapse peélvic [386], [410]
i la progressio tumoral [415], [421]. Per primera vegada, el nostre estudi descriu
la inhibicié de I'expressio de la FBLN5 en mostres d'aorta aneurismatica, associa
aquesta regulacié amb el component inflamatori de I'AAA i determina la
implicacié de mecanismes epigenétics en aquesta resposta.

L'analisi de I'expressié de la FBLNS en mostres procedents de pacients amb AAA
ha revelat una forta disminucid en I'expressio de la FBLN5S en aquests individus.
Aguests resultats confirmen dades publicades recentment en les quals,
mitjangant aproximacions transcriptomiques i proteomiques han identificat la
FBLN5 com un gen diferencialment expressat en I'AAA, tot i que els resultats
d'aquests estudis no han estat validats per cap altre metode [511], [512].
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En el nostre treball, hem confirmat, mitjancant Western blot i
immunohistoquimica, la inhibicié de la FBLN5 en mostres d'AAA en comparacio
amb l'aorta de donants sans. La FBLNS, al ser una proteina que es secreta,
podria ser un potencial biomarcador per a aquesta malaltia. Tanmateix, fins al
moment no existeixen kits comercials d'ELISA amb una sensibilitat adequada
per a la seva deteccidé. En aquest ambit, hem descrit que els nivells proteics de
la FBLNS es veien significativament reduits en els secretomes de les mostres
aneurismatiques, mostres que s'han utilitzat previament per validar potencials
biomarcadors d'aquesta malaltia [513].

Una de les caracteristiques de I'AAA és la reduccio en el contingut CMLV a la
media que podria subjaure la reduccid en I'expressié de la FBLN5 observada en
les mostres aneurismatiques. Tanmateix, les nostres dades
d'immunohistoquimica mostraven una expressio feble de la FBLN5 també en les
zones riques en CMLV. A més, tant els estudis en CMLV en cultiu com les
aproximacions in vivo en ratolins tractats amb LPS, sostenen que el component
inflamatori juga un paper determinant en la inhibicido de la FBLNS a la paret
vascular.

Analogament, s'ha descrit una disminucié de I'expressié de la FBLN5 en mostres
de disseccid aortica, una patologia en que també es produeix un remodelat
advers de la MEC [514]. Donat el seu paper en el procés d'elastogenesi, la
reduccié dels nivells de FBLN5 en I'AAA pot ser una de les causes de la
desorganitzacido de les fibres elastiques tipica d'aquesta patologia. De fet,
ratolins deficients en FBLN5 mostren una greu desorganitzacié de les fibres
elastiques que comporta la perdua de les propietats biomecaniques d'elasticitat
i resiliencia de les arteries, analogament al que succeeix en els AAA.

Hem determinat que |'expressio vascular de la FBLN5 es regula per mecanismes
epigenétics mitjancant la modificacié del grau d'acetilacié de les histones, un
mecanisme previament descrit per altres membres de la familia com és la
FBLN1 [515]. En CMLV humanes, la inhibicié especifica de les HDAC de classe |
(mitjancant el tractament amb MS-275 o el silenciament génic) abolia la
inhibicid de la FBLN5 per estimuls inflamatoris. L'efecte del MS-275 va ser
confirmat in vivo, en ratolins tractats amb LPS, fet que sustentava la hipotesi
gue l'acetilacio de les histones pot controlar la transcripcié de la FBLNS5. En
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CMLV, els estimuls inflamatoris reduiren els nivells globals d'acetilacio de la
histona H3 tal i com s'ha descrit per altres tipus cel-lulars [516], [517], i 'MS-275
va contrarestar aquest efecte. De fet, aquest inhibidor modula el grau
d'acetilacid d'histones en el promotor proximal de la FBLN5 regulant aixi
I'activitat transcripcional d'aquest. Donat que la reduccié en el grau d'acetilacié
de I'ADN s'ha relacionat amb una inhibicié de la transcripcid [518] aquests
resultats fet que recolzen el paper dels mecanismes epigenetics en la inhibicié
de la FBLNS per estimuls inflamatoris.

Estudis de transfeccid transitoria han demostrat que la regulacié de la FBLNS
per estimuls inflamatoris aixi com pels inhibidors d'HDACs es duia a terme a
nivell transcripcional. Hem acotat aquesta regulacio a la regid de -329 pb del
promotor proximal de la FBLN5. Tal i com s'ha descrit, per nosaltres mateixos i
altres grups, aquesta regid conté alguns elements critics per a I'expressio de la
FBLN5S, entre els quals trobem dos elements d'unié a SMAD i un element de
resposta a hipoxia [432], [498]. En aquesta regid, hem identificat dos elements
putatius SOX que es troben conservats entre diferents espécies; humans, ratoli i
primats. De fet, la mutacid de l'element posicionat a -304 pb redueix
significativament ['activitat transcripcional basal del promotor de la FBLN5
suggerint la implicacio dels factors de transcripcié SOX en la regulacio de la seva
expressio.

La familia de factors de transcripcid SOX compren un ampli grup de proteines
involucrades en el desenvolupament embrionari aixi com en diferents
patologies i que participen en un ampli ventall de funcions entre les quals
destaquen el control de la proliferacid i la diferenciacié cel-lular [519]-[521]. En
els Ultims anys, s'ha fet un gran esforg per tal d'identificar els gens diana de la
familia SOX. En aquest context, hem identificat la FLBN5 com un gen diana per
al factor de transcripcio SOX9 en CMLV humanes. SOX9 regula I'expressié de
diverses proteines de la MEC [522], i és critic per a la condrogenesi [520]. Cal
destacar que hem trobat una disminucidé de I'expressié de SOX9 en les mostres
aneurismatiques i que aquesta correlaciona molt significativament amb
I'expressid de la FBLNS, fet que recolza la seva relacié. S'ha descrit que la FBLNS
protegeix I'estructura de la paret vascular davant un dany [399] i que SOX9 és
necessari per a la sintesi i deposicid normal de les proteines de la MEC [523].
Per tant, la seva inhibicid en I'AAA podria afavorir el remodelat destructiu de la
MEC caracteristic d'aquesta malaltia. A més, la inhibicid de la FBLN5 en cel-lules
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vasculars s'ha relacionat amb un increment en |'apoptosi, de forma similar al
gue s'ha descrit per SOX9 en cel-lules mesenquimals i de glioma [432], [520],
[524]. Tanmateix, la rellevancia funcional de la inhibicio de I'eix SOX9-FBLN5 en
I'AAA segueix sent molt desconeguda i haura de ser analitzada en estudis futurs
per tal d'aclarir les consequéencies associades a aquesta inhibicié en CMLV i el
seu impacte en la progressio de I'AAA.

L'expressié de SOX9 s'inhibeix per estimuls inflamatoris en CMLV, en
concordanca amb dades previes en altres tipus cel-lulars [453], [454], [525]. El
patré d'expressio temporal de SOX9 en CMLV tractades amb TNFa precedia la
inhibicid de la FBLN5 i la sobre-expressié de SOX9 reverteia |'efecte inhibitori
d'aguesta citoquina sobre |'expressio de la FBLNS5, fet que aprova el paper de
SOX9 en la regulacié de I'expressid génica de la FBLNS. Finalment, aquesta
hipotesi va ser confirmada en estudis de transfeccié transitoria i ChiP.

Hem observat que, els inhibidors d'HDAC induien |'expressio de SOX9, de forma
similar a la FBLN5, revertint aixi la inhibicié de SOX9 per estimuls inflamatoris. A
més, en cel-lules tractades amb TNFa, el MS-275 prevenia la disminucio de la
unié de SOX9 al promotor de la FBLNS. En conjunt, aquests resultats indiquen
gue els inhibidors d'HDACs modulen I'expressié de la FBLN5 augmentant el
reclutament de SOX9 al seu promotor. Els nostres resultats concorden amb
resultats previs que mostren que els inhibidors de HDACs sén capacos d'induir
I'expressié de SOX9 en diferents tipus cel-lulars [526]-[529], i que els gens diana
de SOX9 presenten un elevat grau d'acetilacié d'histones als seus promotors
[452], [530], [531].

En resum, els resultat obtinguts en aquest estudi proporcionen nous
coneixements sobre els mecanismes subjacents al remodelat destructiu de la
MEC en I'AAA. Hem descrit la inhibicid de la FBLNS en I'AAA, la seva relacié amb
el component inflamatori d'aquesta malaltia i I'habilitat dels inhibidors de HDAC
per normalitzar I'expressid vascular de la FBLN5 a través d'un mecanisme
dependent de SOX9. Aquests resultats obren noves perspectives d’estudi per tal
de determinar el paper de les HDACs en el desenvolupament de I’AAA i analitzar
el potencial dels seus inhibidors com a eines farmacologiques que, a través de
la modulacié de proteines modificadores de la matriu com la FBLN5, podrien
limitar la progressio de la malaltia.
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Les conclusions d'aquest estudi per a cadascun dels objectius plantejats han
estat les seglients:

Respecte a |'objectiu 1:

e La transgenesi de la LOXh dirigida a cellules musculars llises
aconsegueix una sobre-expressio eficient de proteina funcional a la
paret vascular, i no produeix canvis fenotipics aparents.

e Hem desenvolupat un model animal valid per a l'estudi del paper de la
LOX en la funcié vascular.

Respecte a |'objectiu 2:

e La sobre-expressid de la LOXh inhibeix la proliferacié cel-lular de les
CMLV.

e La sobre-expressio de la LOXh en CMLV limita l'engruiximent de
neointima induit per lligadura de carotida.

e La sobre-expressid de la LOXh inhibeix I'expressié de MCP-1 a la
neointima de les artéries carotides Iligades dels ratolins TgLOX aixi com
en CMLV d'aquests animals.

Respecte a |'objectiu 3:

e L'expressid i secrecid de la FBLN5 esta disminuida en I'AAA, fet que
podria afavorir el desenvolupament i l'expansié d'aquesta patologia,
aixi com en CMLYV tractades amb estimuls inflamatoris.

e la regulacié de la FBLN5S per estimuls inflamatoris no es mediada per
les vies de senyalitzacié NF-kB ni AP-1, vies classicament implicades en
la resposta inflamatoria.

e La regulacié de la FBLNS per estimuls inflamatoris es produeix a través

d'un mecanisme transcripcional sensible a la inhibicid de I'activitat
HDAC en el qual participa el factor de transcripcido SOX9 a través d'un
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element de resposta situat a la posicié -304 pb de la regié proximal del
promotor de la FBLNS.

e La inhibicié de l'activitat HDAC normalitza I'expressié de la FBLN5
incrementant el grau d'acetilacié de la histona H3 al seu promotor.

e |'expressio de SOX9 esta disminuida en I'AAA, i es correlaciona amb els
nivells d'ARNm de la FBLN5, aixi com en CMLV tractades amb estimuls
inflamatoris.

e L'expressido de SOX9 és induida pel tractament amb inhibidors d'HDAC

incrementant la seva unié al promotor de la FBLN5S limitant aixi la
inhibicio de la FBLNS per estimuls inflamatoris en CMLV.
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APENDIX 1

Medis de cultiu

CMLVm

DMEM-F12 (Gibco BRL)

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

CMLV humanes

M199 (Gibco BRL)

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

Hela i HEK 293T

DMEM (Gibco BRL)

FBS (Biological Industries) 10%

L-Glutamina (Gibco BRL) 2mM

Penicil-lina (Gibco BRL) 100 U/ml

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

agent efecte

Actinomicina-D
Parthenolide
NDGA
Triscostatina-A

MS-275

Inhibidor de la transcripcio

Inhibidor de la via de senyalitzacié del NF-kB
Inhibidor de la via de senyalitzacié d'AP-1
Inhibidor de les HDACs de classe | i Il
Inhibidor de les HDACs de classe |

concentracio

2 uM
1uM
1pg/ml
1uM
2 uM
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APENDIX 1

Preparacié de bacteris competents

Solucié RF1 (pH 5,8) Solucié RF2

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

Tampons de lisi

TAMPO DE LISI
PER A EXTRACTES PROTEICS CEL:-LULARS

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

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




APENDIX 1

LB1 (lisi de membrana

cel-lular): LBZd(eetgl;glggtcsl)o: de LB3 (ruptura de nuclis):
Hepes;fso"' PH  50mm T”S'SH_S' pH 10 mM Tris-HCI pH 8.0 10 mM
NaCl 140 mM NaCl 200 mM NaCl 100 mM
EDTA 1mM EDTA 1mM EDTA 1mM
Glicerol 10% EGTA 0.5 mM ETA 0,5 mM
NP40 1% CIP 1% Na-Deoxtcholate 0.1%
Trité X-100 0.3% N-lauroylsarcosine 0.5%
CIP 1% CIP 1%
Tamp6 de dilucio
Tris-HCI 16.7 mM
NaCl 167 mM
EDTA 1.2mM
Trit6 X-100 1%
SDS 0.01%
CIP

1%

1- Tamp6 de rentat baix en sals

2- Tampé de rentat concentrat en

sals
SDS 0.1% SDS 0.1%
Trit6 X-100 1% Trit6 X-100 1%
EDTA 2mM EDTA 2mM
Tris-HCI pH 8,0 20 mM Tris-HCI pH 8,0 20 mM
NaCl 150 mM NaCl 500 mM
3- Tampo de rentat LiCl 4- Tamp6 TE
LiCl 05M Tirs-HCI pH 8,0 10 mM
NP40 1% EDTA 1mM
Deoxycholate 1%
EDTA 1mM
Tros-HCI pH 8,0 20 mM
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APENDIX 1

Immunohistoquimica

Solucié de Vermell siri

Vermell Siri F3B 059

Solucié aquosa saturada

en acid picrid 500 mi

Aigua d'acid acetic

Acid acétic glacial 5 ml
Aigua destilada 11 ml
Anticossos
ANTICOSSOS dirigits contra referéncia casa usos
Akt 9272 Cell Signaling wB
Akt fosforilada 9271 Cell Signaling WB
ERK1/2 9102 Cell Signaling WB
ERK1/2 fosforilat 9106 Cell Signaling WB
P38 sc7149 Santa Cruz WB
P38 fosforilada 9216 Cell Signaling WB
LOX ab31238 Abcam WB, IC
LOX 2527 Novus CF
MCP1 sc-1785 Santa Cruz IHC
FBLN5 ab66339 Abcam WB, IHC
FBLN5 ab36611 Abcam IC
PCNA FL-261 Santa Cruz WB, IC, IHC
MYH10 ab684 Abcam WB, IC
SOX9 ab3697 Abcam WB, ChIP
SOX9 sc-20095 Santa Cruz IHC
Histona H3 K18ac ab1191 Abcam WB, ChIP
B-actina Ab8226 Abcam WB
GAPDH MAB374 EMD-Millipore WB

WB, Western blot; IC, immunocitoquimica; IHC, immunohistoquimica; CF,
Citometria de flux.
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SIRNA
siRANDOM ID#AM4611; Ambion
siHDAC1 ID#573; Ambion
siHDAC2 ID#s6493; Ambion
siHDAC3 ID#s16878; Ambion

Analisi per PCR en temps real

Sondes TaqmanT'V' especifques Assay-on-Demand™ (Applied Biosystems)

ARNr 18S 4319413E

BMP-1 huma Hs00241807_m1
B-actina huma Hs99999903_m1
CCL20 huma Hs00171125_m1
COL-1a huma Hs00164004_m1
FBLN5 huma Hs00197064_m1
FBLN5 ratoli MmO004488601_m1
GAPDH huma 4326317E
HDAC1 huma Hs2621185_m1
HDAC2 huma Hs00231032_m1
HDAC3 huma Hs00187320_m1
IL13 ratoli MmO00434328_m1
IL6 ratoli MmO00446191_m1
IL8 ratoli MmO00436450_m1
LOX huma Hs00184700_m1
LOX rata Rn01491829 m1
LOX ratoli MmO00495386_m1
LOXL1 huma Hs00173746_m1
LOXL2 huma Hs00158757_m1
LOXL2 ratoli MmO00804740_m1
LOXL3 huma Hs00261671_m1
LOXL4 huma Hs00260059_m1
MCP1 MmO00441242_m1
MMP-2 huma Hs00234422_m1
MMP-9 huma Hs00234579_m1
MMP-10 huma Hs00233987_m1
SOX9 huma Hs00165814_m1
SOX9 ratoli MmO00448840_m1
TBP huma Hs99999910_m1
TBP ratoli MmO00446973 m1

Analisi per PCR en temps realamb  SYBR-Green

FBLNS5 sentit 5-TTGGTGAGCGCTGTAATCT-3
FBLNS5 antisentit 5'- AGAGGGCTAAGCAAAACCA -3
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Animal Models

Lysyl oxidase (LOX) in vascular remodelling

Insight from a new animal model

Mar Orriols'%; Anna Guadall'V; Maria Galan'; Ingrid Marti-Pamies’; Saray Varona’; Ricardo Rodriguez-Calvo'; Ana Maria Briones?;
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'Centro de Investigacion Cardiovascular, CSIC-ICCC. Instituto de Investigacion Biomédica Sant Pau (IIB Sant Pau), Barcelona, Spain; “Departamento de Farmacologia, Facultad de
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Summary

Lysyl oxidase (LOX) is an extracellular matrix-modifying enzyme that
seems to play a critical role in vascular remodelling. However, the lack
of viable LOX-deficient animal models has been an obstacle to deep in
LOX biology. In this study we have developed a transgenic mouse
model that over-expresses LOX in vascular smooth muscle cells
(VSMC) to clarify whether LOX could regulate VSMC phenotype and
vascular remodelling. The SM22a proximal promoter drove the ex-
pression of a transgene containing the human LOX ¢DNA. Two stable
transgenic lines, phenotypically indistinguishable, were generated by
conventional methods (TgLOX). Transgene expression followed the ex-
pected SMC-specific pattern. In TgLOX mice, real-time PCR and immu-
nohistochemistry evidenced a strong expression of LOX in the media
from aorta and carotid arteries, coincident with a higher proportion of
mature collagen. VSMC isolated from TgLOX mice expressed high lev-

Correspondence to:

losé Martinez-Gonzalez or Cristina Rodriguez

Centro de Investigacion Cardiovascular (CSIC-ICCC)
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (pabellon N° 11)
Avda. Sant Antoni Maria Claret 167

08025 Barcelona, Spain

Tel.: +34 93 5565897, Fax: +34 93 5565559

E-mail: crodriguezs@csic-iccc.org; jmartinez@csic-iccc.org

9§l The first two authors contributed equally to this work.
1 The last two authors contributed equally to this work.

Introduction

Vascular remodelling is critical in the pathogenesis of cardiovascu-
lar diseases such as atherosclerosis, coronary restenosis or bypass-
graft failure. In response to injury, vascular remodelling en-
compasses an orchestrated reorganization of extracellular matrix
(ECM) that fosters a migratory and proliferative activity of vascu-
lar smooth muscle cells (VSMC) (1-3). In fact, mechanical and
biochemical ECM abnormalities strongly influence VSMC behav-
iour and phenotype (4).

One of the key stages in the synthesis and processing of ECM is
catalysed by lysyl oxidase (LOX). LOX is a copper-dependent
amine oxidase that catalyses the covalent cross-link of collagens

© Schattauer 2014

els of LOX pro-enzyme, which was properly secreted and processed
into mature and bioactive LOX. Interestingly, cell proliferation was sig-
nificantly reduced in cells from TgLOX mice. Transgenic VSMC also ex-
hibited low levels of Myh10 (marker of SMC phenotypic switching),
PCNA (marker of cell proliferation) and MCP-1, and a weak activation
of Akt and ERK1/2 in response to mitogenic stimuli. Accordingly,
neointimal thickening induced by carotid artery ligation was attenu-
ated in TgLOX mice that also displayed a reduction in PCNA and
MCP-1 immunostaining. Our results give evidence that LOX plays a
critical role in vascular remodelling. We have developed a new animal
model to study the role of LOX in vascular biology.

Keywaords
Vascular remodelling, smooth muscle cells, cell proliferation, extracel-
lular matrix
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and elastin fibres (5). This enzyme oxidises lysine and hydroxyly-
sine residues, leading to the synthesis of highly reactive peptidyl
semialdehydes that spontaneously condense to form the intra- and
intermolecular covalent cross-linkages responsible for ECM stabil-
ity. LOX is synthesised and secreted as a pro-enzyme that is pro-
teolitically processed into the extracellular space, yielding the ma-
ture and active form and a pro-peptide (LOX-PP) (5). LOX de-
regulation induces connective tissue abnormalities related with
pathological processes including cardiovascular diseases (6). In the
vascular wall LOX is expressed by endothelial cells, VSMC and fi-
broblasts being difficult to establish the relative contribution of
each cell type to vascular LOX activity (6). In our previous studies
we have shown that LOX inhibition underlies endothelial dysfunc-
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tion triggered by atherosclerotic risk factors and proinflammatory
cytokines, suggesting the involvement of LOX in the pathophysiol-
ogy of atherosclerosis (7-10).

Beyond the contribution of LOX in the maintenance of the ten-
sile and elastic features of connective tissues, recent reports have
uncovered novel biological functions of this enzyme such as the
control of gene expression and epithelial-to-mesenchymal transi-
tion, as well as cell proliferation, migration, adhesion and trans-
formation (11-13). However, previous studies analysing the in-
volvement of LOX in injury-induced vascular remodelling have
yielded inconclusive results (14, 15). While early studies showed
that LOX inhibition did not affect luminal narrowing in rabbits
subjected to conventional balloon angioplasty (14), subsequently it
was shown that this strategy limited restenosis in the same animal
model (15). Thus, the role of LOX in the control of VSMC func-
tion and its contribution to neointimal thickening remains un-
clear, and the absence of viable genetically-modified LOX animals
has hampered this objective (16, 17). In this study we describe the
generation and characterization of a new transgenic mouse model
that over-expresses human LOX specifically in SMC, aiming to
clarify whether LOX could regulate VSMC plasticity and partici-
pate in vascular remodelling induced by carotid artery ligation.

Materials and methods
Animal handling

Animals were bred in the Animal Experimentation Unit of the
Centro de Investigacién Cardiovascular (CSIC-ICCC, Barcelona,
Spain) and housed in a controlled, specific pathogen-free environ-
ment. All animal handling procedures were performed in com-
pliance with the principles and guidelines established by the
American Physiological Society for animal research, and all pro-
cedures were reviewed and approved by the Ethical Committee at
the Centro de Investigacion Cardiovascular as stated in Law
5/1995, 21 June, passed by the Generalitat de Catalunya. Animals
were taken care of and used according to the Spanish Policy for
Animal Protection RD53/2013, which meets the European Union
Directive 2010/63/UE on the protection of animals used for ex-
perimental and other scientific purposes.

Plasmid construction and generation of transgenic
mice

The pCAGGS-SM/hLOX was generated by cloning a full-length
human LOX (hLOX) ¢cDNA into the mammalian vector pCAGGS
under the control of an SMC-specific promoter. The plasmid
PCAGGS-SM containing the SM22a proximal promoter was pre-
viously described (18). The hLOX full-length cDNA insert (Gene-
Bank Accession N° §78694; positions 1-1757) corresponding to
the clone HLO20 (kindly provided by Dr. Miki; Department of
Medical Biochemistry and Molecular Biology, University of Oulu,
Finland) was released from pBluescript by EcoRI digestion and
cloned into the EcoRI site of pPCAGGS-SM (see Suppl. Figure 1,
available online at www.thrombosis-online.com). The entire insert
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and the flanking regions of the generated pCAGGS-SM/hLOX
construct were verified by sequence analysis. This construct was
used to achieve smooth muscle-specific expression of hLOX, as
verified by transfection in rat VSMC and subsequent analysis of
LOX expression by Western-blot and real-time PCR.

The expression cassette (2956 bp) was isolated by digestion
with Sall and HindIll and purified using the QIAquick™ Gel
Extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany). The transgene under-
went pronuclear injection of zygotes in the Transgenesis Unit of
the Aragon Health Science Institute under the Project Licenses
P129/08 and PI30/08 approved by the in-house Ethics Committee
for Animal Experiments from the University of Zaragoza as pre-
viously reported (18, 19). Offspring were screened by PCR analysis
of genomic DNA prepared from mouse tail biopsies using the
DNeasy” Blood & Tissue kit (Qiagen). PCR reaction was perform-
ed using specific primers that amplify a 360 bp fragment (upper
primer 5-GACAGACTGCTCCAACTTGG-3 and lower primer
5-AGCACGGGTATCTCAGTCTCC-3’). PCR products were re-
solved by electrophoresis on a 1% agarose gel containing ethidium
bromide, and were visualised under UV light. Images were cap-
tured using the BIO-RAD Gel Doc 1000 Multi-Analyst 1.1 (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Stable transgenic mouse lines were es-
tablished by backcrossing the transgene-carrying founders with
C57BL/6] mice up to the tenth generation to guarantee the 99.9%
of purity in this genetic background. Systolic blood pressure (SBP),
body weight and echocardiographic data were determined in four-
month-old mice. SBP was measured in conscious mice using the
LE5001 tail-cuff blood pressure system (Harvard Apparatus). Mice
were trained for tail cuff measurements over a period of one week.
Arterial blood pressure measurements were performed at the same
time (between 9 a.m. and 11 a.m.) in order to avoid the influence
of the circadian cycle. The value of SBP was obtained on three con-
secutive days and was derived from an average of 10 measure-
ments per animal each day. For basic measurement of cardiac
function by Doppler echocardiography, transgenic mice and their
wild-type littermates were anaesthetised by isofluorane inhalation
and placed on a heating pad (37°C). Transthoracic echocardio-
graphy was performed using a Vevo 2100 system (VisualSonics,
Toronto, ON, USA) with a 30 MHz transducer applied to the chest
wall. All primary measurements were made from images captured
on cine loops of 300 frames at the time of the study by use of the
Vevo 2100 analysis software. Measurements of interventricular
septal thickness (IVS), left ventricular internal diameter (LVID),
and LV posterior wall thickness (LVPW) were made from two-di-
mensionally directed M-mode images of the LV in both systole
and diastole. Biochemical analyses of plasma samples were
measured using the automatic CLIMA MC-15 analyser (RAL,
Barcelona, Spain).

Cell culture

Aortic VSMC from mouse and rat were obtained by the explant
technique as previously described (18, 20). Briefly, endothelium-
denuded medial tissue was cut into 1-2 mm cubes that were trans-
ferred to a 25 cm? culture flask containing 5 ml of pre-warmed
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DMEM supplemented with 10% foetal calf serum (FCS; Biological
Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israel) and antibiotics (100 U/ml
penicillin and 0.1 mg/ml streptomycin). VSMC migrate out from
the explants within 2-3 weeks. Then, after removing the explants
from the flask surface, cells were trypsinised, used as P1 stage cells,
and routinely subcultured. Rat and mouse VSMC were cultured in
DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10%
FCS, antibiotics and 2 mmol/l L-glutamine (Invitrogen). Human
VSMC were obtained from non-atherosclerotic arteries of hearts
removed in transplant surgeries at the Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau (Barcelona, Spain) and cultured in M199 (Gibco, Carls-
bad, CA, USA) supplemented with 20% FCS, 2% human serum, 2
mmol/l L-glutamine and antibiotics as previously described (21).
All the procedures were approved by the Reviewer Institutional
Committee on Human Research of the Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau and conform to the Declaration of Helsinki. Cells be-
tween passages 3 to 6 were seeded in multiwell plates to be used in
transfection experiments and to isolate RNA and protein extracts
as described below.

Real-time PCR

Total RNA was isolated from both cultured cells and mouse tissues
using Ultraspec™ (Biotecx, Houston, TX, USA) or the RNeasy
Micro kit (Qiagen), respectively. RNA (1 pg) was reverse tran-
scribed into cDNA using the High Capacity cDNA Reverse Tran-
scription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in the
presence of random hexamers. Quantification of mRNA levels was
performed by real-time PCR using an ABI PRISM 7900HT se-
quence detection system (Applied Biosystems) and specific
primers and probes provided by the Assay-on-Demand system for
hLOX (Hs00184700_m1), murine LOX (Mm00495386_m1), mu-
rine LOXL1 (MmO01145738_m1), murine LOXL2
(Mm00804740_m1), murine LOXL3 (MmO01184865_m1), murine
LOXL4 (Mm00446385_m1), murine monocyte chemotactic pro-
tein-1 (MCP-1; Mm00441242_m1), murine interleukin 1p (IL1p;
Mm00434328_m1), murine IL6 (Mm00446191_m1), murine che-
mokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20; (Mm01268754_ml).
TATA-binding protein (TBP) was used as an endogenous control
(Hs99999910_m1 and Mm00446973_m]1 for human and mouse
TBP, respectively) (22). Each sample was amplified in duplicate.

Western-blot analysis

Whole-cell extracts were obtained from VSMC as described (21).
In some experiments, supernatants from TgLOX or wild-type
VSMC concentrated with Amicon Ultra 10K filter units (Milli-
pore, Billerica, MA, USA) were used. Whole-cell extracts and con-
centrated cell supernatants were resolved by SDS-PAGE and trans-
ferred to 0.45 pm polyvinylidene difluoride membranes (Immobi-
lon, Millipore). Blots were incubated with antibodies directed
against LOX (ab31238, Abcam, Milton, UK), embryonic smooth
muscle myosin heavy chain (Myh10; ab684, Abcam), proliferating
cell nuclear antigen (PCNA; FL-261, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), Akt (9272, Cell Signalling, Danvers, MA,
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USA), phosphorylated-Akt (Ser473) (9271, Cell Signalling), extra-
cellular-signalling regulated kinase-1/2 (ERK1/2) (9102, Cell Sig-
nalling), phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (9106, Cell Signal-
ling), p38 MAPK (sc7149, Santa Cruz Biotechnology) and phosp-
ho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (9216, Cell Signalling). Bound
antibodies were detected after incubation with a HRP-conjugated
goat anti-rabbit IgG and using the SuperSignal West Dura Ex-
tended Duration Substrate (Pierce, Rockford, IL, USA). Equal
loading of protein was verified by Ponceau staining and by -actin
(A5441, Sigma, St. Louis, MO, USA) or glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase (GAPDH; MAB374, Millipore) signal as
stated.

FACS analysis

LOX protein levels were analysed in VSMC from wild-type and
TgLOX mice by FACS. Briefly, cells were fixed and permeabilised
using Cytofix/Cytoperm solution, washed with Perm/Wash buffer
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), and stained with a
specific rabbit polyclonal antibody against LOX (NB100-2527,
Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) followed by allophycocya-
nin-conjugated goat anti-rabbit IgG (FR62, Sigma). For each
sample, at least 10,000 events were acquired on a Coulter Epics XL
Flow Cytometer equipped with a 488-nm argon laser (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA). The mean fluorescence intensity (MFI)
of each sample was quantified. Samples incubated with the same
final concentration of isotype-matched antibody were used as a
negative control. Data were analysed with the Expo32 software
(Beckman Coulter).

Immunohistochemistry and immunocytochemistry

Mouse aortas and carotid arteries were perfused with phosphate-
butfered saline (PBS), removed, fixed in 4% paraformaldehyde in
0.1 mol/l PBS (pH 7.4) for 24 hours (h) and embedded in paraffin.
Aortic and carotid sections (5-pm) from TgLOX and wild-type
mice were deparaffinised in xylene and rehydrated in graded etha-
nol solutions. Slides were then rinsed in distilled water, treated
with 10% hydrogen peroxide, blocked with a 10% of normal serum
and incubated with antibodies against LOX (ab31238, Abcam),
PCNA (FL-261, Santa Cruz Biotechnology) or MCP-1 (sc-1785,
Santa Cruz Biotechnology) overnight at 4°C. After washing,
samples were incubated for 1 h with a biotinylated secondary anti-
body (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). After rinsing
three times in PBS, standard Vectastain (ABC) avidin-biotin per-
oxidase complex (Vector Laboratories) was applied, and the slides
were incubated for 30 minutes. Colour was developed using
3,3'-diaminobenzidine (DAB), and sections were counterstained
with haematoxylin before dehydration, clearing, and mounting.
Negative controls, in which the primary antibody was omitted,
were included to test for non-specific binding. Picrosirius red
staining of aortic medial layers was performed as previously de-
scribed (23). Quantitative analysis was carried out using polarized
light microscopy and refringence analysis of images processed
using Image] software. Results were calculated as a percentage of
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the area. For the immunocytochemical analysis, VSMC from
TgLOX and wild-type mice were seeded in Permanox® Chamber
Slides (Lab-Tek") as previously described (18).

Lysyl oxidase activity

LOX activity was measured by a high sensitive fluorescent assay as
previously described (7, 24). VSMC were seeded at a density of
150,000 cells/well in a six-well plate and, 48 h later, the media was
replaced by phenol red-free RPMI (Gibco) depleted of serum,
antibiotics and glutamine. After 24 h, LOX activity was measured
in the supernatant. Briefly, an aliquot of the media (50 pl) was in-
cubated in the presence and absence of 500 pmol/l f-aminopro-
pionitrile (BAPN) at 37°C for 30 min with 1 U/ml of horseradish
peroxidase, 10 pmol/l Amplex red (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) and 10 mmol/l 1,5-diaminopentane in 1.2 mol/l urea, 0.05
mol/l sodium borate pH 8.2. The reaction was stopped on ice, and
differences in fluorescence intensity (excitation wavelength: 563
nm; emission wavelength: 587 nm) between samples with and
without BAPN were determined.

In vitro collagen polymerisation assay

VSMC from TgLOX and wild-type mice were seeded in six-well
plates (150,000 cell/well). After three days, cell supernatants were
harvested and centrifuged at 10,000 x g for 5 min at room tem-
perature to remove cells and debris. Clarified cell supernatants
from TgLOX and wild-type VSMC were concentrated four-fold
onto centrifugal filter units (Amicon Ultra 10K; Millipore). Neu-
tralised rat tail type I collagen (150 pl) was poured onto glass-bot-
tomed dishes (Willco Wells B. V., Amsterdam, The Netherlands)
and incubated at 37°C for 40 min. After gelification, 400 pl of con-
centrated medium were added on top and further incubated for 24
h at 37°C. Then collagen matrix was visualised by confocal reflec-
tion microscopy (Leica DMIRE2) as previously described (25).

Measurement of total collagen

Total collagen content was measured using the QuickZyme col-
lagen assay (QuickZyme Biosciences, Leiden, The Netherlands)
according to the manufacturer’s instructions. Aortas were hydro-
lysed in 6 mol/l HCl at 95°C for 20 h and the amount of hydroxy-
proline was determined by colourimetry. Results were expressed as
ug collagen per mg of dry tissue weight.

Transient transfection

Rat VSMC were transiently transfected with the pCAGGS-SM/
hLOX construct. Transfection experiments were carried out using
Lipofectamine™ LTX and Plus™ Reagent (Invitrogen) according to
the manufacturer’s instructions (21). Following transfection, rat
VSMC monolayers were growth-arrested by serum starvation for
24 h and finally processed for either total RNA or protein isolation.
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Lentivirus production and VSMC infection

The human LOX cDNA was obtained by PCR amplification from
clone HLO20 with primers 5-CAAAAG-
GATCCATGCGCTTCGCCTGGACCG-3' (forward; BamHI site
is underlined) and S.GCTTGGATCCTAA-
TACGGTGAAATTGTGCAGCC-3" (reverse; BamHl site is
underlined). The hLOX ¢cDNA was cloned into the pLVX-puro
lentiviral vector to generate pLVX/LOX, and proper orientation
was confirmed by DNA sequencing. The empty vector was used as
control. These constructs were transfected in HEK 293T cells ac-
cording to the Lenti-X™ Lentiviral Expression System (Clontech,
Mountain View, CA, USA) in order to obtain viral particles. After
48 h, cell culture supernatants containing recombinant lentiviruses
were harvested, centrifuged at 500 x g for 5 min at 4°C and then
filtered through 0.45 pm PVDF membrane filters. The viral titre
was evaluated by transduction of HeLa cells with 10-fold serial di-
lutions of the lentivirus stock. Lentiviral particles were added to
cells in medium containing Polybrene (8 pg/ml; Sigma-Aldrich),
which was changed 24 h later. The consequence of LOX over-ex-
pression by lentiviral infection on VSMC proliferation and ex-
pression was evaluated after 10 days of puromycin selection.

Determination of DNA synthesis and cell number

De novo DNA synthesis, determined by [6-"H]-thymidine incor-
poration into DNA, was used as an index of mitogenic activity (18,
26). VSMC were seeded in 24-well plates and grown to subcon-
fluency. The incorporation of [6-*H]-thymidine into DNA was de-
termined in two sets of cell cultures: cultures maintained in com-
plete medium, and cultures incubated with a growth factor-poor
medium (0.2% FCS for 24 h) to arrest cell proliferation, and then
stimulated with complete medium (20% FCS). [6-"H]-thymidine
(23 Ci/mmol; Amersham, Woburn, MA, USA) was added to the
cells at a concentration of 0.5 pCi/ml as described elsewhere. After
24 h, cultures were washed with PBS, fixed with 95% methanol,
treated with 10% TCA at 4°C and dissolved in 0.3 N NaOH. Ali-
quots were counted on a p-counter (Beckman Coulter™, LS 6500
Multipurpose Scintillation Counter). Cell number of VSMC main-
tained in standard culture conditions (72 h) was determined after
cell tripsinisation using a Multisizer™ 3 Coulter Counter® (Beck-
man Coulter).

Migration assay

Migration of VSMC was assessed in a modified Boyden chamber
assay (CytoSelect™ 24-Well Cell Invasion Assay) using collagen-
coated polycarbonate membranes with 8.0 pm pore. Briefly, 50,000
VSMC in serum-free medium were loaded in the upper chamber,
and the lower chamber was filled with media containing PDGF-
BB (25 ng/ml; Selleckchem, Munich, Germany). After 4 h of incu-
bation, non-invading cells were gently removed from the upper
side of the membrane with cotton-tipped swabs. Cells migrating to
the lower side of the filter were stained and quantified at OD 560
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nm after colorant extraction following manufacturer's instruc-
tions.

Wound healing assay

VSMC were grown to 80% confluency on 12-well plates. The
monolayer was wounded by scraping with a P200 pipette tip. After
washing, fresh media was added, and the extent of healing was de-
termined after 16 h using an inverted microscope in phase
contrast mode (DMIRE2, Leica). Four different fields were visual-
ized and photographed. The invaded area was quantified by Image
| sofware.

Measurement of serum MCP-1 levels

MCP-1 levels were determined by ELISA (ELM-MCP1; RayBio-
tech Inc, Norcross, GA, USA) in mouse serum and cell superna-

tants. In cell cultures the results were normalised by lysate protein
concentration.

Carotid artery ligation experiments and
morphometric analysis

Permanent ligation of the left common carotid artery was per-
formed in four-month-old TgLOX (n=10) and wild-type mice
(n=12) as previously described (18). Animals were anaesthetised
by intraperitoneal injection of a ketamine/medetomidine/bupre-
norphine cocktail. A midline neck incision was made and the left
common carotid artery was carefully dissected under a micro-
scope and ligated with a 7-0 silk suture just proximal to its bifur-
cation. After three weeks under standard chow diet the animals
were anaesthetised with ketamine (75 mg/kg) and medetomidine
(1 mg/kg) and sacrificed by thoracotomy. Carotid arteries were
then excised, fixed in 4% paraformaldehyde/0.1 mol/l PBS (pH
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Figure 1: Generation and characterisation of TgLOX mice. A) Two
stable transgenic mouse lines (a and b) were established by conventional
methods. Offspring was screened by PCR of genomic DNA from mouse tail
biopsies. The ethidium bromide-stained agarose gel shows the amplification
of a 360 bp fragment corresponding to a part of the SM22a promoter and
the adjacent region of the human LOX (hLOX) ¢DNA, in samples from
families a and b, that was not detected in wild-type mice (WT), B) Relative
mRNA levels of hLOX in different tissues from TgLOX mice (families a and b)
analyzed by real-time PCR. For comparative purposes, an arbitrary value of
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100 was assigned to aorta (family b), the tissue that displays the highest ex-
pression. Results are expressed as media = SEM (n= 9; S. intest, small intes-
tine; SKM, skeletal muscle). C) Representative immunochistochemical analysis
showing LOX staining (brown colour) in aorta and carotid artery sections
from both WT and TgLOX mice. The indicated areas are shown at high mag-
nification (bars= 30 pm). D) Endogenous mRNA levels of LOX and LOXL
isoenzymes in aorta from wild-type (white bars) and TgLOX mice (black bars)
evaluated by real-time PCR. Data are expressed as media + SEM (n= 9 mice
per group; *P<0.001 vs WT mice).
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7.4) for 24 h, and embedded in paraffin for morphometric and im-
munohistochemical analysis (18). Serial sections (5 pm thick) of
paraffin-embedded arteries were cut using a microtome (Leica
JUNG RM 2055). Cross-sections at 1.4, 1.5 and 1.6 mm from the
ligation site were stained with hematoxylin and eosin, Images of
these sections were captured with a microscope (Olympus Vanox
AHBT3) at 100X magnification, and analysed using the image
analysis software Image] (NTH, Bethesda, MD, USA). The circum-
ferences of the lumen, internal elastic lamina (IEL) and external
elastic lamina (EEL) were obtained by tracing their contours on
digitalised images. Medial, intimal and lumen areas were calcu-
lated from these parameters and data were averaged. The media
area is the area between EEL and IEL, and the intima area was cal-
culated by subtracting the lumen area from the IEL area. The %
stenosis was calculated as: [intima area / (intima area + lumen
area)] x 100 (18).

Statistical analysis

Results are shown as mean + standard error (unless otherwise
stated). Significant differences were established by Student’s t-test,
or Mann-Whitney U-test for unpaired data. Analysis of data was
done using the GraphPad Instat programme (GraphPad Software
V2.03). Differences were considered significant at p<0.05.

Results

Establishment of a transgenic mice over-expressing
LOX in SMC

The design of the pCAGGS-SM/hLOX expression construct is
shown in Suppl. Figure 1A (available online at www.thrombosis-
online.com). The full-length ¢cDNA of human LOX (hLOX) was
cloned into the EcoRI site of pPCAGGS-5M, downstream the mouse
SM22a minimal promoter that drives the expression to SMC. As
shown in Suppl. Figure 1B and C (available online at www.throm
bosis-online.com), rat VSMC transiently transfected with this con-
struct exhibited an increase in both LOX mRNA and protein lev-
els, and an enhanced secretion of LOX to the culture media.

The expression cassette was microinjected into the pronucleus
of fertilised mouse eggs. Viable microinjected eggs were subse-
quently transferred to the oviducts of pseudopregnant recipient fe-
males. Twenty-five percent offspring was positive for the trans-
gene. Two founders were mated with C57BL/6] mice and offspring
was screened by PCR. The integrated transgene was stably trans-
mitted to subsequent generations following the expected Men-
delian ratios, suggesting that LOX transgenic mice (TgLOX) ex-
hibit normal embryonic development. Furthermore, animals were
viable, healthy and fertile, TgLOX mice were mated with C57BL/6]
mice up to tenth generation to guarantee the 99.9% of purity on
this genetic background. Both TgLOX lines (a and b; ®Figure 1A)
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Figure 2: Enhanced vascular collagen processing in TgLOX mice. A)
Vascular collagen content evaluated by hydroxyproline analysis in aorta
samples from wild-type (WT) and TgLOX mice (n= 6). B) Collagen fibril pack-
ing was analysed by Picrosirius Red staining under polarised light in aortic
medial layers from TgLOX mice (n= 9) and wild-type littermates (n= 7). Rep-
resentative staining (left panel) and bars graph showing the quantification of
stained areas (right panel). *P<0.001 vs WT. C) LOX activity was evaluated in
VSMC supernatants from TgLOX mice and WT littermates by a fluerimetric
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assay (n=9). *P<0.001 vs WT. D) Concentrated cell supernatants from TgLOX
or WT VSMC were added on top of type | collagen gels and incubated at
37°C for 24 h. Representative photomicrographs of collagen gels were ob-
tained by confocal reflection microscopy corresponding to the maximal pro-
jection of a z series (18 sections); a single Z plane corresponding to these im-
ages is shown on right. Supernatants from TgLOX cells induced the formation
of a higher density of fibres.

© Schattauer 2014

Downloaded from www. thrambosis-online.com on 2014-08-05 | ID: 1000538935 | IP: 77.224.100.106
Note: Uncorrected proof, epub ahead of print online
For parsonal or educational use only, No other uses without permission. All rights reserved



Orriols et al. Lysyl oxidase limits neointimal thickening

grew until adulthood without evident phenotypic differences with
their non-transgenic littermates, displaying normal body weight,
blood pressure values, plasma lipids (Suppl. Table 1, available on-
line at www.thrombosis-online.com) and echocardiographic data
(Suppl. Table 2, available online at www.thrombosis-online.com).
To assess the selectivity of the transgene for SMC-rich tissues, we
analysed nine separate organs from adult transgenic animals by
real-time PCR. A strong hLOX expression was observed in SMC-
rich tissues such as aorta, bladder and uterus, while weak ex-
pression could be detected in other tissues such as liver (» Figure
1B). A similar expression pattern was observed in both transgenic
lines. LOX over-expression in the media was confirmed by immu-
nohistochemistry in both carotid artery and aorta without finding
any difference between line a and b (» Figure 1C and data not
shown). Furthermore, neither the vascular expression of endogen-
ous LOX nor that of other LOX-Like (LOXL) isoenzymes was
modified by the expression of the transgene (» Figure 1D).

VSMC from TgLOX mice over-express an enzymatically
active LOX

The analysis of total collagen content by a colorimetric quantifi-
cation of hydroxyproline levels revealed no differences between

aortas from wild-type and transgenic mice (» Figure 2A). How-
ever, higher amounts of mature collagen were detected in the
media from TgLOX mice as determined by picrosirius red staining
analysed under polarised light (» Figure 2B). To further analyse
the bioactivity of LOX in these animals, aortic VSMC were isolated
from both TgLOX mice and wild-type control littermates. LOX ac-
tivity levels were higher in cell culture media from transgenic
VSMC than in control cultures (® Figure 2C). Accordingly, VSMC
supernatants from transgenic mice incubated with soluble type I
collagen evoked a more prominent collagen cross-linking (» Fig-
ure 2D). The increased LOX activity detected in VSMC from
TgLOX mice was associated to an intense expression of LOX
evaluated by FACS, Western-blot and immunocytochemistry
(»Figure 3A-C). Transgenic VSMC exhibited higher levels of
both the pro-enzyme and the mature forms of LOX than wild-type
cells, as well as an increase in the secretion of LOX to the extracel-
lular environment evaluated in concentrated cell media (® Figure
3B, lower panel). Accordingly, an enhanced staining of LOX was
observed in TgLOX cells (® Figure 3C). We excluded that LOX
over-expression evoke a compensatory regulation of endogen LOX
or LOXL isoenzymes, because their mRNA levels were not signifi-
cantly different between TgLOX and wild-type cells (» Figure
3D). Similar results were obtained with cells from both transgenic
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Figure 3: Aortic VSMC from TgLOX mice synthesise, process and se-
crete LOX. VSMC were isolated from TgLOX mice and wild-type (WT) litter-
mates as described in Material and methods. LOX expression was analysed
by FACS (A), Western-blot (B) and immunocytochemistry (C). A) Represen-
tative histogram showing LOX expression analysed by FACS in VSMC from
wild-type (WT: gray line) and TgLOX (black line). The graph on right summar-
izes the results of median MFI (Mean Fluorescence Intensity) measurement
of 4 different pools of VSMC from both WT and TgLOX animals. B) LOX pro-
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tein levels were determined by Westem-blot in both cell lysates and superna-
tants, The position of the pro-enzyme (ProLOX) and mature LOX forms are in-
dicated. B-actin was analyzed as loading control. Representative immuno-
blots from two independent experiments were shown. D) Endogenous ex-
pression of murine LOX and LOXL isoenzymes assessed by real-time PCR in
VSMC from both TgLOX (black bars) and WT (white bars) animals. Media +
SEM is represented (n= 6).
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lines (data not shown) and therefore we interchangeably used both
lines for subsequent studies. These data demonstrate high levels of
human LOX in VSMC from transgenic mice and that this enzyme
is properly secreted and processed to the extracellular environ-
ment, yielding an active enzyme that induces collagen assembly.

LOX down-regulates VSMC proliferation

To characterise the impact of LOX on VSMC function, we examin-
ed whether LOX could affect VSMC proliferation. As shown in
P Figure 4A, a decrease in cell number was observed in TgLOX
VSMC cultures maintained in standard culture conditions for 72 h
compared with those from wild-type VSMC. In agreement, VSMC
from TgLOX mice growing in complete medium showed lower
[*H]thymidine incorporation rates than cells from wild-type ani-

mals (P> Figure 4B), and DNA synthesis was diminished in quiesc-
ent TgLOX VSMC stimulated with FCS compared with wild-type
cells (» Figure 4C). Accordingly, VSMC from TgLOX mice ex-
hibited a marked reduction in the expression of PCNA and
Myh10, a marker of SMC phenotypic switching highly expressed
in proliferating cells (P Figure 4D and E). These effects were as-
sociated with an attenuation of FCS-stimulated phosphorylation
of Akt and ERK-1/2 (» Figure 4F and G), while p38 MAPK was
similarly activated in both cell types (data not shown). Conse-
quently, the ability of TgLOX VSMC to invade the denuded area in
wound healing assays was lower than that of wild-type cells (Suppl.
Figure 2A, available online at www.thrombosis-online.com), des-
pite in modified Boyden's chamber transgenic cells show a discreet
increase in cell migration in response to PDGF-BB respect normal
cells (Suppl. Figure 2B, available online at www.thrombosis-online.
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Figure 4: Aortic VSMC from TgLOX mice showed attenuated cell pro-
liferation rates. A, B) Aortic VSMC isolated from TgLOX (black bars) or wild-
type (WT; white bars) mice were maintained in complete medium and ana-
lysed for cell proliferation by cell counting (A) or by the [3H]-thymidine incor-
poration method (B). Results represented as mean = SEM come from three
experiments performed in quintuplicate. *P<0.02 vs WT cells. C) [3H]-
thymidine incorporation into DNA synthesis was evaluated in 24 h serum-
starved cells stimulated (+FCS) or not (-FCS) with 20% FCS. Results are rep-
resented as mean + SEM from three experiments performed in quintuplicate.
*P<0.001 vs quiescent WT cells; # P<0.001 vs FCS-induced WT cells. D) Rep-
resentative immunablot corresponding to PCNA, Myh10 and LOX from both
cell types. GAPDH was analysed as loading control. E) Representative image
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corresponding to the immunocytochemical analysis of PCNA and Myh10 in
aortic VSMC from TgLOX and WT mice. F) The effect of LOX over-expression
on the activation of Akt (p-Akt) and ERK1/2 (p-ERK1/2) in these cells was
monitored by Western-blot. Total Akt (t-Akt) and ERK1/2 (--ERK1/2) protein
levels are also shown, GAPDH was used as a loading control. G) Bars graph
showing the time course of Akt or ERK1/2 phosphorylation in WT and TgLOX
VSMC. Values (obtained by densitometric analysis of Westem-blots) are ex-
pressed as fold-change of pERK1/2 and pAkt levels in WT cells at time 0. Re-
sults normalised by the corresponding total kinase levels are shown as mean
+ SEM (n=4; P<0.05: * vs WT or TgLOX cells at time 0; # vs WT cells at the
same time of analysis).
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com). Likewise, lentivirus-mediated over-expression of LOX in
human VSMC triggered a reduction in proliferative rates (» Fig-
ure 5A), a concomitant decrease in Myh10 and PCNA expression
(» Figure 5B and C) and a weaker activation of Akt and ERK-1/2
than control cells (® Figure 5D and E).

LOX over-expression limits neointima formation in
the carotid artery ligation model

Results described above suggest a role of LOX in the control of
VSMC proliferation. To address its pathophysiological relevance,
we examined the consequences of VSMC-LOX over-expression on
neointimal formation in TgLOX mice. Carotid arteries from wild-
type and TgLOX mice were ligated and harvested 21 days after li-
gation, Wild-type mice exhibited a substantial vascular remodell-
ing. Morphometric analysis showed an attenuated neointimal
thickening in TgLOX animals (» Figure 6A, upper panel). Our
data evidenced a reduction in the percentage of stenosis and in the
area of intima and media layers in TgLOX vessels compared with
carotid arteries from their non-transgenic littermates (# Figure
6B). Furthermore, after carotid artery ligation, reduced PCNA

staining was observed in the neointima of TgLOX mice (» Figure
6A, lower panel). By contrast, vascular expression of transforming
growth factor (TGF)-P1 and basic fibroblast growth factor (bFGF),
was similar in both wild-type and TgLOX mice (data not shown).
Therefore, these results indicate that LOX over-expression attenu-
ates lesion formation by reducing intimal hyperplasia and the ef-
fect seems to be independent of TGF-p1 and bFGE

LOX over-expression reduces neointimal MCP-1
expression

It has been previously described that adenoviral LOX over-ex-
pression inhibits MCP-1 in rat VSMC (27). Interestingly, MCP-1
immunostaining in the neointima of ligated carotid arteries was
lower in TgLOX than in wild-type mice (P Figure 7A). In agree-
ment, LOX transgenesis reduced both MCP-1 mRNA levels and
secretion in VSMC in culture, while the expression of other cyto-
kines/chemokines remained unaffected (® Figure 7B and C). Vas-
cular LOX over-expression, however, did not affect circulating lev-
els of MCP-1, that remained unchanged at 3, 14 and 21 days after
carotid ligation in both WT and transgenic mice (# Figure 7D).
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Figure 5: LOX limits cell proliferation in human VSMC. A) [3H]-thymid-
ine incorporation into DNA synthesis was evaluated in human VSMC trans-
duced with a lentiviral vector encoding for LOX (LV-LOX; black bars) or with
the corresponding empty vector (Vector; white bars). Cells were serum-
starved for 24 h and then stimulated (+FCS) or not (-FCS) with 20% FCS. Re-
sults represented as mean + SEM come from three experiments performed in
quintuplicate, *P<0.001 vs quiescent vector cells; # P<0.001 vs FCS-induced
Vector cells. B) Representative immunoblot corresponding to PCNA, Myh10
and LOX assessed in extracts from LV-LOX and Vector transduced human
VSMC. GAPDH was analysed as a loading control. C) Immunocytochemical
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analysis of PCNA and Myh10 expression in these cells. A representative
image is shown. D) The effect of LOX over-expression in human VSMC on the
activation of Akt (p-Akt) and ERK1/2 (p-ERK1/2) was monitored by Western-
blot. Total Akt (t-Akt) and ERK1/2 (t-ERK1/2) protein levels are also shown.
GAPDH was used as a loading control. E) Densitometric analysis of Western-
blots showing the induction of Akt and ERK1/2 phosphorylation in Vector and
LV-LOX VSMC. Values are expressed as fold-change of pERK1/2 and pAkt lev-
els in Vector cells at time 0. Results normalised by the corresponding total
kinase levels are shown as mean + SEM (n=4; *P<0.05 vs Vector or LV-LOX
cells at time 0; #P<0.05 vs LV-LOX cells at 15 min).
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Discussion

We and others have previously shown that LOX plays a key role in
vascular endothelial homeostasis (7-10, 28); however, the con-
tribution of this enzyme to the control of vascular remodelling and
VSMC function is still controversial (29, 30). A deeper under-
standing of LOX biology would require genetically modified ani-
mal models. Because LOX knockout mice are not viable (16, 17),
we have generated a transgenic mouse over-expressing LOX in
VSMC to study the relevance of LOX in vascular biology.

Our transgenic mouse model did not show organ abnormal-
ities, nor altered body weight, blood pressure or cardiac parame-
ters. Furthermore, SMC-specific LOX over-expression did not in-
fluence fertility, and TgLOX animals exhibited a normal em-
bryonic development. Conversely, two independent groups
showed that LOX deletion has dramatic consequences on the de-
velopment of cardiovascular and respiratory systems, leading to
late gestational death (16, 17). The pathophysiological abnormal-
ities observed in the cardiovascular system of LOX-- embryos evi-
dences the crucial role of this enzyme in the development and

function of the cardiovascular system and suggest that most of the
biological activities elicited by LOX could not be carried out by
other members of its family (31).

TgLOX mice displayed a SMC-specific pattern consistent with
the SM22a promoter-driven expression (18, 32). The SM22a
proximal promoter includes the two CArG boxes essential for the
muscle-specific expression of SM22a, as previously described
(32-34). Accordingly, high hLOX expression was detected in SMC-
rich tissues such as uterus and bladder, and in aorta and other vas-
cular beds such as carotid arteries. Immunohistochemical analysis
revealed LOX staining in the media. Consistent with immunohis-
tochemical data, VSMC isolated from transgenic mice exhibited a
cytosalic LOX staining extending from the nucleus toward the cell
membrane, in agreement with the immunostaining pattern pre-
viously reported for LOX in several cell types including VSMC (35,
36). Interestingly, VSMC from transgenic mice expressed the pro-
LOX form, which was properly secreted and processed, yielding
high levels of mature and bioactive LOX. In agreement, an increase
in collagen assembly was detected in the vascular wall of trans-
genic mice. Thus, our results indicate that the human transgene is

TglLOX

Figure 6: Transgenesis
of LOX limits vascular
remodelling in the
mouse ligation carotid
model Left common ca-
rotid arteries were har-
vested from TgLOX mice
(n=10) and wild-type
(WT) littermates (n=12)

21 days after permanent
ligation, and were sub-
jected to morphometric
analysis as described in
Material and methods. A)
Representative micro-
photographs of injured
carotid arteries stained
with hematoxylin and
eosin in WT and TgLOX
mice (upper panel). Lower
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properly expressed and that human LOX is post-translationally
processed to yield the secreted and active form.

We observed that both VSMC from TgLOX mice and LOX lentivi-
ral-transduced human VSMC exhibited lower proliferation rates
than wild-type cells. LOX over-expressing cells displayed a con-
comitant decrease in the expression of PCNA (a marker of cell
proliferation) and Myh10 (a marker of SMC phenotypic switching
that is up-regulated in proliferating SMC) (37). In both cell types,
this response was associated to a weaker phosphorylation of Akt
and ERK-1/2 in FCS-stimulated cells. LOX over-expressing cells
exhibited a slight increase in chemotaxis in response to PDGF re-
spect normal cells, in agreement with previous results that in-
volved LOX in PDGF-induced chemotaxis (29). However, in
scratch assays, TgLOX VSMC showed a lower invasive capacity
than wild-type cells. Considering that the wound healing assay
tests the intrinsic ability of TgLOX to migrate and proliferate, our
results suggest that both capabilities are attenuated in TgLOX

VSMC prevailing over the role that LOX could play in chemotaxis
induced by exogenous stimuli such as PDGE In fact, TgLOX
VSMC expressed and secreted lower levels of MCP-1 that wild-
type cells (see below). Furthermore, neointimal thickening was
significantly attenuated in TgLOX mice after carotid artery li-
gation. Taken together, these results strongly support that LOX is
involved in vascular remodelling limiting VSMC proliferation and
neointimal thickening. It should be noted that previous ap-
proaches aiming to analyse the role of LOX in the regulation of cell
proliferation, migration and signalling yielded inconclusive and
somewhat controversial results (29, 30). For instance, although in
quiescent rat adult VSMC proliferative stimuli increased LOX ex-
pression, in neonatal VSMC, proliferation rates and LOX ex-
pression levels were found inversely related (6). Similarly, over-ex-
pression of LOX has been observed in animal models after intrav-
ascular injury (38, 39); but this up-regulation was not clearly as-
sociated with vascular remodelling (14, 15). Our results are in
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Figure 7: Transgenesis of LOX reduces neointimal and VSMC MCP-1
expression. A) Representative MCP-1 immunostaining in hematoxylin
counterstained cross-sections of ligated carotid arteries from wild-type (WT)
and TgLOX mice three weeks after ligation. The indicated areas are shown at
high magnification (bar=30 pm). B) mRNA levels of the indicated cytokines/
chemokines evaluated by real-time PCR in VSMC from WT and TgLOX mice

© Schattauer 2014

(n=6; *P<0.05 vs WT cells; ND, non detected). C) Secreted MCP-1 levels de-
termined by ELISA in cell supernatants from these cells (n= 6; *p<0.05 vs
WT). D) Serum MCP-1 levels determined in both WT (n=12) and TgLOX mice
(n= 10} undergoing carotid artery ligation. Data are expressed as mean +
SEM.
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agreement with those suggesting an anti-proliferative role for LOX
in VSMC. Low MCP-1 expression was detected in the neointima of
carotid arteries from TgLOX mice, and we found reduced ex-
pression and secretion of this chemokine in transgenic VSMC
compared with control cells, in agreement with previous data in
rat VSMC over-expressing LOX (27). The reduction in the vascu-
lar expression of this chemokine, involved in VSMC proliferation
and migration (40, 41), is in agreement with the reduced sponta-
neous ability of TgLOX VSMC to invade the denuded area in
wound healing assays. Additionally, other mechanisms could be
involved in the lower proliferative rates of transgenic cells. We
have not observed significant differences in the vascular ex-
pression of growth factors invelved in restenosis such as bFGF and
TGF-p1, although these factors have been shown to be oxidised by
LOX (42, 43). Finally, LOX-PP could also play a role because it has
been described that in neonatal rat aortic VSMC this propeptide
inhibits cell proliferation and Erk1/2 activation (30) and it is re-
sponsible for the LOX-induced growth inhibition in NIH3T3 fi-
broblasts. Indeed, in ras-transformed NIH3T3, LOX-PP limits the
activation of phosphatidylinositol 3-kinase, Akt, Erk1/2 kinase and
NF-kB (44). It should be emphasised that most of the conflicting
results related with the impact of LOX on cell biology come from
studies performed with constructs that include tag sequences in

cessed into mature and catalytically active LOX, thus supporting
the biological relevance of our results.

in

In summary, our results evidence that LOX plays a critical role
VSMC proliferation and vascular remodelling, and validate a

new animal model that could be a useful tool to improve our
understanding of LOX in vascular biology.
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