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Resumen

La regulacién espacio-temporal del éxido nitrico (NO) es un factor esencial en cancer. En los
ultimos afios, nuestro grupo ha generado una amplia coleccién de datos mostrando el papel clave
que juega el NO en la normalizacién de los vasos sanguineos que infiltran los tumores. Usando
modelos celulares y animales hemos demostrado que preservar niveles adecuados de NO cerca de
estos vasos favorece la funcién barrera de los mismos y, en tltimo término, mejora la liberacién de
compuestos anti-neoplasicos en el microambiente tumoral. Los estudios previos sugerfan que el
NO podriaregularlos niveles de la proteina VE-cadherina, una molécula clave en el establecimiento
de los contactos célula-célula en el endotelio. Comprender las sefiales intracelulares por las cuales
el NO aumenta la expresién de VE-cadherina y mejora la funcién de la vasculatura tumoral puede
tener, por tanto, unimpacto directo en la eficacia de estrategias terapéuticas en cancer. Esta ha sido

la motivacion del presente proyecto

Efecto de la actividad enzimidtica de SOD3 sobre los niveles de NO y VE-cadh.

Las vasos presentes en los tumores tienen anormalidades funcionales que impiden la correcta
irrigacién del tejido tumoral y, por tanto, constituyen una barrera para la liberacién de compuestos
con actividad anti-tumoral. Si bien las causas que causan dichas anormalidades vasculares en
tumores no se conocen totalmente, nuestros datos previos sugerian que la pérdida de gradientes
perivasculares de NO podria ser un factor importante. Estos gradientes de NO se desorganizan
debido a la sintesis aberrante de NO por las células tumorales, asi como por la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como el anién superéxido (057}, el cual oxida al NO
para formar peroxinitrito ({ONOQO"). SOD3 es una metaloproteina responsable de la dismutacién
enzimatica del anién Op" en el espacio extracelular. SOD3 atenua el estrés oxidativo y aumenta
la biodisponibilidad del NO al impedir su oxidacién. De hecho, la sobre-expresién de SOD3 en el
parénquima tumoral reducia la presion del liquido intersticial en los tumores, favoreciendola salida
de doxorubicina desde el torrente sanguineo al tumor. Como consecuencia de ello, el aumento de
SOD3 en el ambiente tumoral mejoré el efecto quimioterapéutico de la doxorubicina y redujo

significativamente el crecimiento de los tumores (Fig. 1). Asociado a este fenotipo se encontré
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Fig. 1. Lovastatina aumenta la eficacia de doxorubicina de manera SOD3 dependiente. A) Cinética de crecimien-
to de tumores LLC implantados en ratones WT y SOD3-/- tratados con doxorubicina o doxorubicina + lovastatina
(que regula positivamente la expresién de SOD3 en tumores). B) Niveles de doxorubicina en los tumores aislados
de los ratones en A. Las curvas con diferentes letras son significativamente diferentes. * p< 0.05, Student’s t-test

SOD3 aumentaba los niveles de NO cerca de los vasos sanguineos (Fig. 2), asi como los niveles de

VE-cadh de una forma dependiente del 6xido nitrico (Fig. 3). Si bien estos antecedentes sugerian

A DAR-1 FITC-lectin Merge + DAPI

Fig.2. SOD3 regul los niveles p erivasculares de NO. A) Distribucién de NO en
tumores LLC desarrollados en ratones WT y SOD3-/- tratados con lovastatina. El NO
se visualizé con la sonda DAR-1 (rojo). La microangiografia se realizé con FITC-lectina

(verde). Las flechas indican vasos sanguineos largos. B) Imagen de pseudocolor repre-
sentando la microfluorografias de DAR-1. Se muestra la calibracién a la derecha.
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la actividad
enzimatica de SOD3
, los niveles de NO
y la expresiéon de
VE-cadh en células
del

endotelio, no

existian pruebas
fehacientes de dicha
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Por ello,

el primer objetivo del proyecto fue
determinar si la actividad enzimatica
* de SOD3 era relevante para controlar

los niveles de NO y VE-cadh en
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Fig. 3. SOD3 regula la expresion de VE-cadhe-
rina de forma dependiente del NO. A) Tincién
de tumores desarrollados en ratones SOD3-/ -
infectoados con adenovirus control (Ad-bgal) o
recombinantes para SOD3 (Ad-SOD3), con anticuerpos anti-VE-cadh (rojo) y anti-CD31 (verde); colocalizacién en
amarillo. B) Células humanas de microvasculatura (HMVC) se infectaron con Ad-bgal 0 Ad-SOD3 a 10 y 100 moi
(unidades infectivas), y se trataron con vehiculo o L-NMA (pan inhibidor de NOS). Los niveles de mRNA para VE-

cadh se determinaron a las 48h por RT-qPCR. RQ cantidad relativa; *p<0.05, one-way ANOVA with Dunnet post-testl
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SOD3N=2A/R2184) mediante mutagénesis dirigida, y demostramos mediante ensayos enzimaticos

especificos una disminucién >80% de la dismutacién del anién O, en el mutante SOD35%C, Por

el contrario, el mutante SOD3N*124/R28A ng tenfa una pérdida significativa de actividad SOD, por

lo que se descart6 para subsiguientes estudios.. Para comprobar si la actividad enzimatica de

SOD3 afectaba a los niveles de NO, se
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Fig. 4. La a ctividad c ataliticad e SOD3r egula los
niveles intracelulares de NO. A) Cuantificacién de las
sonda de NO DAF?2 en células endoteliales que sobre-
expesan el mutante SOD3%€ (negro) o SOD3 activo
(blanco). B) Anélisis por citometriad e flujod e la
cantidad de DAF2 en las células que sobre-expresan el
mutante SOD3 i nactivo (linea azul) o SOD3 a ctivo
(linea roja). Datos representativos de 3 experimentos.

transfectaron las células endoteliales 1G11
con la forma salvaje de SOD3 (SOD3"T) o
el mutante inactivo SOD35%27C; estas células
fueron posteriormene incubadas con la
sonda de 4,5-Diaminofluoresceina (DAF-
2) y la cantidad de NO determinada por
citometria de flujo. La sobre-expresion
de SOD3"T aument6 los niveles de NO
intracelular, mientras que el mutante
SOD3%?7¢ no produce un aumento tan
notable de NO (Fig. 4); estos resultados
asocian la actividad de SOD3 con los

niveles de NO.

Con el fin de asociar la actividad enzimética de SOD3 con los niveles de VE-cadh,

inicialmente analizamos los niveles del mRNA de VE-cadh en las células 1G11 transfectadas con

SOD3"T 0 SOD3%%¢ mediante PCR cuantitativa. Estos experimentos no han dado los resultados

esperados, posiblemente porque el mutantes SOD3%%C no pierde totalmente su actividad. Por
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Fig.5. La a ctividad c atalitica d e SOD3
regula la permeabilidad vascular median-
teel NO.A) Esquema del ensayo de
permeabilidad in vitro. B) Cuantificacién
del FITC-Dextrano que atravesé la barrera
de células endoteliales control (Mock) o
que sobreexpresaban SOD3WT o el mutan-
te SOD3%#C, C) Inmunoblot mostrando los
nivelesd e SOD3 enc adac ondicién.
**p<0.01; n.s., no significativo respecto del
control (mock). n=3 exp.

este motivo, probamos el efecto de dichos mutantes
sobre la permeabilidad de las células endoteliales 1G11,
un proceso que hemos demostrado que es dependiente
de NOy de VE-cadh (ver memoria del proyecto original).
En este ensayo si hemos observado que la sobreexpresion
de SOD3%%C no causa la inhibicién de la permeabilidad
observada por la sobreexpresién de SOD3"T (Fig.5). Esto
indica que la actividad catalitica de SOD3 es fundamental
para aumentar los niveles de NO y VE-cadh en las células

endoteliales.

Efecto del NO sobre la actividad del promotor de VE-cadh.

Identificacidn de sitios relevantes.

El efecto de SOD3 sobre los niveles de VE-cadh es
a nivel transcripcional, lo que sugiere que, de alguna
manera, SOD3 debe afectar a la actividad del promotor
del gen de VE-cadh. Clonamos un fragmento de 2.5kb

upstream del gen de VE-cadh, y lo fusionamos al gen
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de la proteina reportera luciferasa-firefly (f-luc). La induccién del promotor de VE-cadh debe

incrementar la transcripcion de f-luc, lo cual puede detectarse con un sustrato luminiscente. En la

Fig. 6 se muestra un esquema bésico de como se realizaron los ensayos. En primer lugar las células

endoteliales se transfectaron con la construccién p2.5k-VE-cadh-f-luc, junto con otra isoforma

de luciferasa (renilla; r-luc) bajo un promotor basal; r-luc servird como control de transfeccién

y normalizador para homogeneizar los datos entre pocillos. Tras la transfeccién, las células se

someten a los diferentes estimulos, tras lo cual se determinan los niveles de f-luc y r-luc mediante
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Fig. 6. Esquema del ensayo para determinar la activi-
dad del p romotor de VE-cadh. Lasc onstrucciones
utilizadas s e basane n lap roteina firefly 1 uciferasa
acopladas a | os d istintos promotores d e VE-cadh, y
renilla | uciferasa a copladaa u n promotor basal ( no
| regulable por estimulo; normalizador).

diferentes sustratos. Los datos se expresan como
el cociente entre las unidades de luminiscencia

obtenidas tras medir la actividad f-luc/r-luc.

En primer lugar analizamos si el NO inducia
cambios en la actividad del promotor. Para ello
estimulamos las células endoteliales 1G11 con un
del dador de NO DETA NONOate a diferentes
concentraciones. Encontramos que el NO tiene
un papel dual en la transcripcién de VE-cadh; a
concentraciones bajas estimula la transcripcién
de VE-cadh, mientras que a concentraciones
altas la inhibe (Fig. 7). Esto demuestra que el NO

directamente regula la transcripcién de VE-cadh.

En un experimento inverso, analizamos si

un inhibidor del NO afectaba la actividad transcripcional del promotor de VE-cadh en células que

sobre-expresaban SOD3. De acuerdo a los datos mostrados el primer apartado, el aumento en los

niveles de SOD3 lleva parejo un incremento en los niveles intracelulares de NO; bloqueando la
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Fig. 8. SOD3 r equiere del NO para activar el

Fig. 7. Efecto dual del NO sobre la actividad del promotor de
[VE-cadh. Células endoteliales transfectadas con el promotor
de 2.6 Kb de VE-cadh se trataron con distintas concentraciones
de DETA NONOate (blanco) o vehiculo (negro) durante 24h y
se analiz6 la a ctividad 1 uciferasa. Los datos m uestran el
cociente f-luc/r-luc en cada condicién (n = 3).

promotord e VE-cadh.C élulas endoteliales|
transfectadas c one 1 promotor d e VE-cadhy
SOD3 (blanco) o control (negro) se trataron con|
se trataron con NMMA (+) o vehiculo (-). Los
datos m uestran el c ociente f-luc/r-luc en c adal
condicién (n = 3). * p<0.05, 2-tail Student’s t-test.
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sintesis de NO, 8OD3 ya no seria capaz de aumentar dichos niveles y por tanto no deberia haber
un aumento de la actividad de! promotor debido a la sobre-expresién de SOD3. Transfectamos las
células endoteliales 1G11 con las construcciones p2.5k-VE-cadh-f-luc, pbasic-r-luc, p-SOD3 o GFP
{(como control), y tratamos dichas células con NMMA, un pan-NOS inhibidor. Observamos que
el tratamiento con NMMA (un pan-inhibidor de las NOS) inhibi6 significativamente el efecto de
activacion del promotor mediado por SOD3 (Fig. 8). Estos datos indican que el efecto de SOD3

sobre la transcripcién de VE-cadh estd mediado por la regulacién del NO intracelular.

Acontinuacién, realizamos distintos mutantes de deleccién del promotor de 2.5KB, conel fin de
acotar las regiones del promotor implicadas en el efecto transcripcional. En este caso, transfectamos
las células 1G11 con SOD3, como un mecanismo para aumentar los niveles de NO intracelular. Se
ensayaron 4 construcciones del promotor con una longitud de 2460 pb, 1054 pb, 515 pb y 266 pb;

esta Giltima contiene el promotor basal con los sitios EBS2 y EBS4. Observamos que el aumento dela

i . actividad del promotor
-2460 | [Huc] 4 .

] de VE-cadh mediado
s ) —— % por la sobreexpresion
el de SOD3 ocurrfa con
15[ TTe] — los promotores de 2.5

3
y 1.0 kb, pero no con el

}- B pRV-RES-GFP

2660 luc] _ [ pRV-SOD3wHRES-GFP de 500 b (Fig. 9). Esto

- R A g indica que la regién del

Fold Activation promotor responsable al
Fig. 9. La region del promotor de VE-cadh comprendida entre 1y 0.5 Kb contiene
los elementos de respuesta a NO. Células endoteliales transfectadas con los mutan- | aumento transcripcional
tes del promotor de VE-cadh y con SCGD3 (blanco) o GFP {control; negro). Los datos ]
muestran el cociente f-luc/r-luc en cada condicién (n = 3). * p<0.05, 2-tail Stud t-test]| de VE-cadh mediado

C -

por SOD3/NO debe comprenderse en una region del promotor entre 1000 y 500 bases upstream
del comienzo de transcripcién.
Ldentificacion de HIF-2alpha como mediador de la actividad de NQ sobre el promotor de VE-cadh,

Si bien los anteriores resultados indican que el SOD3 regula la actividad transcripcional del
promotor de VE-cadh a través del NO, desconocemos cual es el mecanismo por el cual ocurre
dicha regulacion. Inicialmente nos planteamos dos posibles escenarios: (1) que el NO aumentara
directamente la actividad de un factor de transcripcién capaz de unirse al promotor de VE-cadh e
inducir su actividad, o (2) que el NO modificara el grado de metilacion del promotor de VE-cadh
permitiendo la unién del factor de transcripcién KLF4, cuya actividad sobre el promotor ha sido

reportada.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en la Fig. 9, realizamos una busqueda de

factores de transcripcién que pudieran unirse a la regién del promotor de VE-cadh comprendida
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entre 500-1000 bases upstream del inicio de transcripcién. Encontramos que en esta region habia
tres sitios consenso para la unién del factor de transcripcién HIF-2a (hypoxia inducible factor-
2-alpha, EPAS]) y dos sitios de union del factor de transcripcion KLF4 (Fig. 10A). Con el fin de
determinar si estos factores se unian de facto al promotor de VE-cadh y si dicha unién era alterada
por SOD3, realizamos experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina (ChiIP) en células
que sobre-expresaban o no SOD3, usando anticuerpos especificos contra estos dos factores de
transcripcion; posteriormente, se determiné la cantidad de DNA genémico inmunoprecipitado

en cada condicién mediante la amplificacién por PCR cuantitativa de dos regiones del promotor,

A ChiP ¢ chirz R HRE (HIFZa) Fig. 10. NO estimula la union
deH IF-2a alp romotor de

prremeeeeee L R 2 e 7 [ 1 VE-cadh. A )} Esquemad el
2500 2000 1500 1000 200 41  promotor de VE-cadh mostran-
dol os sitios de uniond e

B HIF-2a { HRE)y K LF4.1 as
Chip ChIP2 g flechas i ndican la posiciénde

o o B 1g1IGFe o los primers usados en la qPCR.
[ 19115003 B} Resultados de la qPCR tras

la i nmunoprecipitacién del a
cromatina aislada d e células
ques obre-expresan SOD3
{(blanco) o G FP ¢ omo control
{negro).n = 5 e xperimentos
independientes,

C.i 0.05 0.1

HiF2a RECRUITMENT
KLF4 RECRUITMENT
©
i
HIFZa RECRUITMENT
KLF4 RECRUITMENT

0.0/ 0.00 - 0.0 0.04

una dentro de la region entre 500-1000 bases y otra en una regién distante (1.5-2.0 kb) que
también posee sitios de union de estos factores. El protocolo de fragmentacién de cromatina
usado genera fragmentos de unas 500 pb, segun se verifico en gel (datos no mostrados). Los
resultados mostraron que la expresion de SOD3 aumentaba de forma consistente la unién de
HIF-2a a la regién proximal del promotor de VE-cadh; por el contrario la cantidad de KLF4
inmunoprecipitada fue similar entre las células que sobreexpresaban o no SOD3 (Fig. 10B). Es
interesante sefialar que la sobre-expresion de SOD3 aumenté directamente la actividad de un

promotor artificial constituido por 9 sitios HRE (hipoxia responsable elements), que son consenso
para la union de HiF-2a (Fig. 11). Estos datos indican

M PRV-IRES-GFP

i y [IPRVSODSIRES-GFF que 50D3/NO aumentan la cantidad de HIF-2a que se
4 1 une al promotor proximal de VE-cadh a través de los
e sitios HRE presentes en dicho promotor; esto conduce
"2 a una mayor expresion del mRNA de VE-cadh. La falta
1 de efecto en la unién del factor de transcripcién KLF4 al
ol promotor de VE-cadh descarta el segundo mecanismo

Fig. 11. SOD3 estimula la transcripeion de
un promotor sintético con sitios HRE, Un
pldsmido c onteniendo 9  sitics HRE en

de regulacion (regulacién epigenémica).

tandem fusionado a fLuc se transfecté en Con el fin de delimitar en mayor detalle los
células endoteliales ques obre-expresan
SOD3 (blanco) 0 GFP como control {negro). sitios del promotor de VE-cadh a los que se une HIF-
S5e muestra la actividad luciferasa. n = 3. p<
0.05, 2-tail Student’s t-test 2a en respuesta a SOD3, realizamos experimentos de
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mutagénesis dirigida en los tres sitios HRE presentes en el promotor de VE-cadh. Para ello, co-

transfectamos cada una de las construcciones del promotor con un plasmido que sobre-expresa

SOD3 o GFP (control), y se analizd la activacién del promotor midiendo la actividad luciferasa.

Como se muestra (Fig. 12), la sobreexpresién de SOD3 aumento la actividad del promotor tantoenla

forma del promotor silvestre, como en el promotor en el que se eliminé el sitio HRE1 (el mas préximo

al inicio de la transcripcién). Por el contrario, la eliminacién de los sitios HRE2 o HRE3 eliminé
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Fig. 12, Identificacion de los sitios HRE del promotor de VE-cadh
implicados en el aumento transcripcional inducido por SOD3/NO.
Alaizquierda se muestran los esquemas de los mutantes del promo-
tor de VE-cadhen los cuales s e modificé m ediante mutagénesis
dirigida cada uno de los sitics HRE indicados. Estos promotores
mutante v el wild-type se co-transfectaron en células e ndoteliales
con plasmidos para sobreexpresar SOD3 ( blarco) o una p roteina
control (GFP; negro) y se determiné la actividad luciferasa en cada
condicién, Los resultados se expresan come veces de induccién del
promotor. = 3, *p<0.05, *** p<0.001, 2-tailed Student’s t-test.

o 1

totalmente el efecto potenciador
de SOD3 sobre la activacién del
promotor. Estos resultados indican
que la via SOD3/NO aumenta la
unién de HIF-2a a los sitios HRE2 y
HRES3 del promotor de VE-cadh.

Con el fin de implicar
funcionalmente HIF-2a como
mediador de la actividad

transcripcional de SOD3 y NO sobre
el promotor de VE-cadh, realizamos
experimentos de actividad del
promotor en fibroblastos, los cuales

no expresan HIF-2a endégeno. En

condiciones basales (ausencia de HIF-2a), la actividad del promotor de VE-cadh es muy baja y la

sobre-expresiéon de SOD3 (Fig. 13A) o el tratamiento con el dador de NO DetaNONOate (Fig. 13B)

A 20,3 prvaresore B 1
L PRV BESGEP W - vole
l [ deta nonoate  #*#
84 1
A
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3
x
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1004
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il N [HIgAE Inl |
Mock HIF-2a Mock HiF-2a

Fig. 13. Experimentos de reconstitucion en fibroblastos para
demaostrar el papel de HIF-2a en la actividad de SOD3/NO
sobre elp romotor de VE-cadh.A )} Células 3T3s e
co-transfectoraron con un plasmido que codifica para HIF-2a o
control, més los pldsmidos que codifican para SOD3 (blanco) o
GFP (control; negro). Se muestra la actvidad relativa de lucife-
rasa en cada condicién. B) Células 3T3 transfectadas con un
plédsmido ¢ ontrol {mock) o H IF-2a se trataron con DETA
NONOate (0.8uM) y se midiéla actividad ] uciferasa. n=3

experimentos en cada c ondicién. * p<0.05, **p<0.01, 2 -tailed
Student’s t-test.

no afecta a dicha actividad. La expresion
de HIF-2a en estas células aumenta la
actividad basal del promotor; en estas
condiciones tanto la sobre-expresién de
SOD3 (Fig. 13A) como el tratamiento
con DetaNONOate (Fig. 13B) potencian
la actividad del promotor de VE-cadh.
Estos experimentos de reconstitucién
indican que HIF-2a es absolutamente
necesaria para el aumento de la actividad
transcripcional de VE-cadh por SOD3 y
el NO.
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Ya que HIF-2a parece ser el factor de transcripcién esencial en el efecto de SOD3/NO sobre
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Fig. 14. SOD3/NO regula los niveles de HIF-2a a nivel posttranscripcional.
Determinacion de los niveles de HIF-2a mRNA (A), y proteina (B y C) en células
endoteliales que sobre-expresan o no SOD3. Nétese en las inmunofluorescen-
cias (B) que la expresién de SOD3 aumenta la cantidad de HIF-2a capaz de
traslocarse al nicleo. n=3 (A y C); (B) se muestra una imagen representativa de
15 por condicién.

la activaciéon del promotor
de VE-cadh, decidimos
analizar si la expresion de
SOD3 o el NO cambia los
niveles de dicha protefna. La
sobre-expresién de SOD3 no
cambié significativamente

los niveles del mRNA
de HIF-2a medidos por

PCR cuantitativa  (Fig.
14A). Sin embargo, si
observamos cambios en

los niveles de proteina
de HIF-2a, tanto a nivel
de inmunofluorescencia

(Fig. 14B) como mediante

inmunoblot (Fig. 14C). M4s atn, las inmunofluorescencias mostraron un mayor nimero de células

con tincién intranuclear de HIF-2a en las células que sobre-expresaban SOD3 (Fig. 14B). Estos

resultados indican que la via SOD3/NO regula los niveles de HIF-2a a nivel posttranscripcional.

Un posible mecanismo por el cual SOD3/NO puede regular la estabilidad de HIF-2a es

mediante el control de la actividad de las enzimas prolil-hidroxilasas (PHD). Las PHD son las

Fig. 15. La inhibicién de

PHD elimina el e fecto

. de S OD3/NO sobre el

— promotor de VE-cadh.

l Células endoteliales que

4 l sobre-expresaban SOD3

(blanco) o GFP (negro) se

transfectaron con el

promotor d e VE-cadhy

21 posteriormente s e

trataron con IOX2, un

pan-inhibidor d e PHD.

Se m uestrala actividad

relativa de luciferasa. n =
3. *p<0.05 2-tail t-test.

61 Bl PRV-IRES-GFP
] PRV-SOD3-RESGFP

RLU

marca a

degradacién por el proteosoma.

enzimas encargadas de hidroxilar residuos
conservados de prolina de HIF-2a, lo que
permite su ubiquitinacién por el supresor
tumoral VHL (von Hippel-Lindau), una
E3-ubiquitin ligasa; esta modificacion
HIF-2a

para su rapida

Para

analizar si las PHD estaban implicadas

en el aumento de la transcripciéon de VE-
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cadh, transfectamos el promotor de VE-cadh en células 1G11 que sobre-expresaban o no SOD3
y tratamos estas células con el inhibidor de PHD2, IOX2. En células tratadas con el vehiculo
(control), la sobreexpresién de SOD3 aumenté de forma significativa la transcripcién del reporter;
el tratamiento con IOX2 promovié un aumento notable de la transcripcion en las células control
y, lo que fue més relevante, dicha transcripcién no aumenté por la sobreexpresiéon de SOD3 (Fig.
15). Estos resultados sugieren que el aumento de la actividad transcripcional del promotor de VE-

Cadh mediado por la ruta SOD3/NO involucra la actividad enzimaticas de las PHD.

Con el fin de analizar si SOD3/NO podrian afectar directamente la actividad de las PDH
pusimos a punto un ELISA para detectar la actividad de estas enzimas en extractos celulares

(Fig. 16A). Por una parte se prepardé un péptido sintético biotinilado que contiene las prolinas

A I B & C 6 *k

anti-HA-HRPO 4
4
H

Cell extract
(PHD source)

AU (x10%)
TREg
AU (x104)

HIF1a
peptide

S | ;
¢ : & Mock  SOD3
Fig. 16. SOD3/NO inhibe la actividad de las PHD. A) Esquema del ensayo ELISA disefiado para determinarla
actividad PHD en extractos celulares (més explicaciones en el texto). B) Control de especificidad del ensayo. En este
caso se afiadié un péptido de biotin-HIF-1a modificado con hidroxi-prolina (OH-peptide) como control positivo del
ensayo. C) Extractos de células endoteliales que sobre-expresaban SOD3 o no (mock) se afiadieron a placas en las que
se habia inmovilizado el péptido de HIF-1a (556-575), y la modificacién de la prolina 564 se determiné por la unién
de la proteina recombinante VHL-HA, seguido de un anticuerpo anti-HA acoplado a peroxidasa. n = 5. *p<0.01

susceptibles de ser hidroxiladas del factor HIF-1a; este péptido se afiadi6 a placas tapizadas con
avidina y, tras los lavados para eliminar el exceso de péptido, se afiadi6 extracto de células que
sobre-expresaban o no SOD3. Estos extractos contienen la actividad PHD que modificara las
prolinas del péptido sintético, lo cual se revelé posteriormente con la proteina HA-VHL y un
anticuerpo anti-HA acoplado a peroxidasa. En la Fig. 16B se muestra la uniéon de HA-VHL al
péptido no hidroxilado o hidroxilado de forma artificial (adicién de hidroxiprolina durante la
sintesis), lo que demuestra que este sistema de revelado es altamente especifico para el péptido
hidroxilado. El andlisis de la actividad PHD en extractos celulares demostré que la sobre-expresion
de SOD3 disminuye la actividad de las PHD comparado con las células control (Fig. 16C). Estos
resultados indican que SOD3/NO impide la degradacién de HIF-2a mediante la inhibicion de las
PHD.

Correlacion entre los niveles de SOD3 y VE-cadh en tumores primarios humanos.

Aunque no estaba contemplado en la propuesta inicial, quisimos analizar si la asociacién entre
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SOD3/NO y VE-Cadh ocurria en tumores humanos. En colaboracion con el grupo del Dr. Diaz-
Rubio (Hospital Universitario Clinico San Carlos, Madrid), inicialmente estudiamos la expresion
de SOD3 y VE-cadh en muestras congeladas (tumores primarios) de una cohorte de 105 pacientes
de cancer colorectal (CCR). Observarmos que los niveles del mRNA de SOD3 y de VE-Cadh estaban
disminuidos en el tumor comparados con los niveles en el tejido no-tumoral (Fig. 17A). La menor

expresién de estos transcriptos no estaba asociada al estadfo tumoral ni a un subtipo especifico

A B de CCR. Sin embargo,
6, 4
501 si encontramos una
-~ o [}
5 & 3] £ 40 correlacién significativa
=4, <
g 2 Z 30. entre los niveles de
-  E2 c
5 g § 5. SOD3 y VE-cadh (r2=
O 2 = o
3 ] ; 02032,  p<0.0001;
¢ & 10
> . Fig. 17B); esto es, los
o . 04 0 y . v )
& S & & 05 0 100 150 200 tumores que tenian
& o & ¥ S0D3 RNA (Rg) ,
Fig. 17. SOD3/NO regula la expresion de VE~cadh en tumores humanos, A) mayores niveles de
Niveles del mRNA de SOD3 y VE-cadh en cancer colorectal (tumor; blanco) y en SOD3  también  los
tejido colorectal de individuos sanos (normal; negro). B) Andlisis de regresion
lineal de los niveles de mRNA de SOD3 y VE-cadh en los tumores anteriores. Los tenfan de VE-cadh
valores de correlacién se indican en ¢l texto.

y viceversa. En esta cohorte no se disponfa de datos de supervivencia, por lo que no pudimos

establecer una correlacién con este pardmetro.

Con el fin de profundizar mas A?

en este aspecto, estudiamos los . *
niveles de mRNA para SOD3 y{| _ g '
g I:.I gz ‘5‘
VE-cadh aislados de 88 muestras | £ 1 ;: £ " §
£ : l: £ .'.l'::" i
parafinadas de una cohorte| 8 i § : .
a it 1 : [
ag® —_— e
multicéntrica de pacientes con CCR tat g o
[ ol
LT b1
grado IIl. De nuevo observamos i g
g - LI : P
. ~ & 4 &
que los niveles de SOD3 y VE \;0@*‘“\’ & ‘\0@\% &

Cadh eran significativamente Fig. 18. SOD3/NO regula la expresiéon de VE-cadh en tumores huma-
. nos (cohorte d e confirmacién). A) Niveles del m RNA de SOD3y
menores en el tejido tumoral que VE-cadh en cancer colorectal (tumor; blanco) y en tejido colorectal de
individuos sanos (normal; negro). B) Andlisis de regresion lineal de los
niveles de mRNA de SOD3y VE-cadh en los tumores anteriores. L.os
valores de correlacién y el tamafio muestral se indican en el texto,

en el tejido sano (Fig. 18A), asi

como una correlacién positiva
entre VE-Cadh y SOD3 (r2= 0.1343, p=0.0004; Fig. 18B). Ya que disponiamos de microarray de

tejido de estos tumores, decidimos estudiar si también existia una correlacién entre los niveles de
SOD3 y de HIF-2a en el estroma que rodea al tumor. Para ello se tifiieron los tejidos con CD34
(marcador endotelial), SOD3 y HIF-2a, y se cuantificé el % de area tefiida y la intensidad de tincién

en el estroma tumoral; calculamos un score para cada muestra tumoral multiplicando ambos
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Fig.19.La expre516n de SOD3 y HIF-2a correlaciona en tumores humanos. Imagenes representativas de
tumores de céncer colorectal primarios tefiidos con anticuerpos anti-CD34, anti-SOD3 y anti-HIF-2a, A
partir de estas imédgenes se obtuvo un score para cada marcardor y se determiné la regresion lineal. Los
valores de correlacién se indican en el texto.

parametros para convertirlo en una variable continua. De nuevo encontramos una asociaciéon
significativa entre la tincién de SOD3 y HIF-2a en las muestras tumorales (r2= 0.2753, p<0.045;
Fig. 19A,B). En estos momentos estamos a la espera de tener el seguimiento clinico a 5 afios de

estos pacientes, para poder establecer una correlacién de estos pardmetros con la supervivencia.
Con todo ello, hemos construido un modelo

sobre como el NO regularia la transcripcién

de VE-cadh (Fig. 20). En el ambiente tumoral,

VE-CADHERIN esencialmente hipéxico, el NO es oxidado para
T la formacién de peroxinitrito (ONOO-) y la
expresion de SOD3 es silenciada por mecanismos
que atin desconocemos. El resultado es que en ese

ambiente altamente oxidativo, la disponibilidad

— [ de NO es baja y los vasos sanguineos tienen
alteraciones funcionales, como wuna mayor
J:EW permeabilidad asociada a una baja expresion de
50 # VE-cadh. La re-expresién de SOD3 en el ambiente
tumoral reduce la formacién de peroxinitrito

Fig. 20. Modelo propuesto por el cual SOD3/NO regula
a expresion de VE-cadh en células endoteliales. y aumenta la biodisponibilidad de NO. Esto

aumenta la cantidad de NO en el interior de las células vasculares que entonces inhibe a las PHD
y aumenta la estabilidad de HIF-2a al prevenir su degradacién por el proteosoma. Los niveles mas
altos de HIF-2a permiten su unién a los sitios HRE2 y HRE3 del promotor proximal de VE-cadh,
lo que estimula la transcripcién de VE-cadh y las interacciones intercelulares en el endotelio. En
modelos de céncer de ratén, el re-expresion de SOD3/NO y de VE-cadh en las células endoteliales
mejora la entrada de agentes quimioterapéuticos y la inhibicién del crecimiento tumoral Es
interesante sefialar que esta asociacion entre SOD3 y VE-cadh existe en tumores humanos de cancer
colorectal. Esperemos que los datos de seguimiento clinico nos permitan establecer también una

correlacién entre la via SOD3/NO y la respuesta al tratamiento en estos pacientes.

11



Ayudas Fundacion Domingo Martinez 2014 Informe final Marzo 2016
Investigador principal Santos Mafies

Resumen de los principales resultados obtenidos en el proyecto

1. Hemos demostrado que la actividad enzimética de SOD3 es necesaria para aumentar la
biodisponibilidad del NO y la funcién barrera del endotelio. Esta funcién barrera depende a su
vez del NO.

2. Hemos demostrado que el NO regula directamente la actividad del promotor de VE-Cadherina
con un efecto dual: a bajas concentraciones aumenta la transcripcién mediada por este promotor
mientras que a altas concentraciones la inhibe.

3. Hemos demostrado que SOD3 aumenta la actividad transcripcional del promotor de VE-
cadherina de forma dependiente del NO

4. Hemos identificado el factor de transcripcion HiF-2a como el mediador del aumento de
transcripcién de VE-cadherina inducido por SOD3/NO. Asi mismo hemos demostrado que
SOD3/NO aumenta la unién de HIF-2a a sitios especificos dentro del promotor de VE-cadherina.
5. Hemos demostrado que SOD3/NO aumenta la estabilidad de HIF-2a al inhibir la actividad de
las PHD y su posterior degradacién por el proteosoma.

6. Hemos observado una correlacién positiva entre los niveles de SOD3 y VE-cadherina en
tumores primarios de cancer colorectal procedentes de dos cohortes. Estamos a la espera de los

datos clinicos para analizar su asociacién con la respuesta al tratamiento.

Presentaciones en congresos en los que se ha agradecido la financiacién de la Fundacion

- “Extracellular superoxide dismutase (SOD3) positively regulates VE-cadherin expression
and improves tumor vascular function”. Mira E, Carmona L, Heras I, Tardaguila M, Paz-Cabezas
M, Oury TD, Diaz-Rubio E, Pérez-Villamil B, Mafies 5. Il International Inmunothercan Symposium
“Inflammation & Immunity in Cancer”. Madrid. 3-4 December 2015.

- “SOD3 attenuates NF-kB activity in endothelial cells and enhances T cell infiltration
of tumours”. Carmona-Rodriguez 1, Mira E, Franch M, Oury TD, Mafies S. Il International
Inmunothercan Symposium “Inflammation & Immunity in Cancer”. Madrid. 3-4 December 2015.
- “Re-programacién del estroma tumoral en la terapia del cancer”. Mafies S. 41th Congreso
Asociacion Espafola de Enfermedades Hepaticas. Madrid, 17-19 Feb. 2016

Publicaciones

Aunque los datos obtenidos permitirfan en estos momentos la obtencion de publicaciones,
consideramos que los resultados son tan interesantes que tenemos posibilidades de publicar en
revistas de muy alto impacto. Para ello, hemos disefiado dos nuevos modelos de ratén en los
cuales verificar la hipétesis in vivo, ademds de obtener los datos de seguimiento clinico de la
cohorte de pacientes con céncer colorectal que estamos analizando. Estimamos que la obtencién
de estos nuevos datos se culminard a finales de este afio, momento en el que comenzaremos a
preparar el/los manuscrito(s). Se agradecerd a la Fundacion Domingo Martinez su financiacién

en todas las publicaciones derivadas de estos resultados.
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